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RÉSUMÉ 
Étude de biomarqueurs pour la maladie de Fabry dans les tissus de souris 
NOD/SCID/Fabry 
Philippe Provençal 
Sciences des radiations et imagerie biomédicale 
 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de maitre ès sciences (M.Sc.) en Sciences des radiations et imagerie 
biomédicale, Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
 
La maladie de Fabry est une maladie lysosomale présentant une grande hétérogénéité 
phénotypique et génotypique. Elle est causée par des mutations au niveau du gène GLA, situé 
sur le chromosome X, entrainant un déficit de l'enzyme alpha-galactosidase A. Celui-ci mène 
à une accumulation de globotriaosylcéramide (Gb3), de globotriaosylsphingosine (lyso-Gb3) 
et de galabiosylcéramide (Ga2) et leurs isoformes et analogues respectifs qui sont utilisés 
comme biomarqueurs pour la maladie de Fabry. Il est possible de les quantifier dans les 
liquides biologiques tels que le plasma et l’urine des patients. Le principal traitement consiste 
en une thérapie d’enzyme de remplacement (TER) qui n’est pas efficace pour tous les 
patients, car des complications peuvent survenir suite à une réponse auto-immune contre 
l’enzyme infusée. Le développement d’autres thérapies est au cœur de la recherche actuelle. 
La thérapie génique à l’aide d’un vecteur viral pour cette maladie lysosomale est en 
développement au Canada. Un modèle de souris NOD/SCID/Fabry (NSF) a été généré pour 
le développement du vecteur viral, la compréhension de la distribution des biomarqueurs au 
niveau des tissus de différents organes et l’évaluation des effets du traitement. Ce modèle est 
une souris avec une inactivation complète du gène GLA ainsi que l’absence de système 
immunitaire. Les objectifs du projet de maîtrise étaient donc de: 1) développer et valider une 
méthode pour l’homogénéisation des tissus, l’extraction et le dosage du Gb3 et ses 
isoformes/analogues dans les tissus de différents organes de souris Fabry et souris contrôles 
à l’aide de la chromatographie liquide ultra performance couplée à la spectrométrie de masse 
en tandem (UPLC-MS/MS); 2) comparer les profils de distribution des biomarqueurs dans 
différents organes pour des souris atteintes de la maladie de Fabry et des souris contrôles. 
L’analyse des souris NSF a permis d’établir un profil de biomarqueurs comportant jusqu’à 
22 isoformes pour chaque organe et de mettre en évidence des différences significatives entre 
la distribution du Gb3 dans lesdits organes. La quantité la plus élevée de Gb3 se retrouve au 
niveau de la rate, suivis du petit intestin, des reins, des poumons, du cœur, du foie et du 
cerveau. Les isoformes formés d’un acide gras sans insaturation sont les plus abondants dans 
l’ensemble des organes. Un transfert technologique sera effectué pour l’analyse des 
biomarqueurs dans des échantillons de plasma de patients Fabry ayant reçu la thérapie 
génique. En conclusion, la méthode mise au point est sensible et offre un outil efficace pour 
l’analyse des tissus de différents organes de souris par la production d’un profil de 
biomarqueurs, ce qui peut aussi mener à de meilleurs outils pour monitorer les patients 
atteints de la maladie de Fabry. Mots clés : Maladie de Fabry, Spectrométrie de masse, 
Globotriaosylcéramide (Gb3), Souris NOD/SCID/Fabry, Biomarqueur, Thérapie génique 
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INTRODUCTION 
 
1.1 Lysosome 
1.1.1 Description  
 
Les lysosomes sont des organites impliqués dans la digestion cellulaire. Leur diamètre est de 
200 à 300 microns. Ils sont présents dans le cytosol de toutes les cellules eucaryotes humaines 
ou végétales. La seule exception est la cellule de type érythrocyte. Les lysosomes ont 
longtemps été différentiés en deux types, soit les lysosomes primaires lorsqu’ils n’ont pas 
encore rencontré de matériel à digérer et les lysosomes secondaires par la suite. (Darnell et 
Lodish, 2005). 
 
La formation du lysosome débute dans le réticulum endoplasmique où les hydrolases 
lysosomales sont synthétisées par les ribosomes. Un groupement mannose-6-phosphate est 
joint aux hydrolases afin de permettre leur reconnaissance par des récepteurs mannose-6 de 
la membrane interne de l’appareil de Golgi. Ceci permet l’exportation des hydrolases vers 
l’appareil de Golgi dans un complexe protéique de clathrine. Les hydrolases seront ensuite 
amenées aux endosomes à l’aide de vésicules de transport pour qu’elles puissent fusionner. 
L’endosome deviendra un lysosome une fois que toutes les hydrolases sont recueillies 
(Alberts et al., 2011)   
 
Afin que le lysosome puisse correctement effectuer son rôle au niveau du catabolisme, les 
macromolécules doivent être mises en contact avec les hydrolases acides. Il existe trois voies 
d’acheminement : premièrement, la pinocytose qui consiste en la formation d’une vésicule 
contenant de petites molécules absorbées de façon non spécifique; deuxièmement, 
l’endocytose qui consiste à acheminer, à l’aide d’un ligand, une molécule spécifique vers un 
endosome pour la dégradation; troisièmement, l’autophagie qui consiste en la dégradation 
d’éléments du cytosol de la cellule par ses propres lysosomes (Cooper et Hausman, 2007). 
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1.1.2 Fonctionnement 
 
Le lysosome contient principalement des enzymes de type hydrolase acide comme entre 
autres des nucléases, des protéases, des glycosidases, des lipases, des phosphatases, des 
sulfatases et des phospholipases qui sont responsables du catabolisme des différentes 
macromolécules. L’intérieur du lysosome est maintenu à un pH qui se situe entre 3,5 et 5,0 
ce qui rend possible l’activité enzymatique des hydrolases. Par le fait même, le contenu 
enzymatique des lysosomes n’est pas dommageable pour la cellule puisque le pH du cytosol 
se situe autour de 7 et neutraliserait l’activité enzymatique des hydrolases acides dans le cas 
d’une lyse du lysosome. Les protéines de transport, les pompes à protons et les canaux 
ioniques spécifiques aux ions chlorures situés sur la membrane du lysosome permettent le 
maintien du pH acide. Un problème dans le fonctionnement ou l’absence d’une des enzymes 
du lysosome conduit à une accumulation de différents substrats et à des maladies de 
surcharge, aussi appelées maladies lysosomales (Parenti et al., 2015) 
 
1.1.3 Maladies lysosomales 
 
Les maladies lysosomales sont des maladies rares d’origine génétique. De fait, une mutation 
dans un gène entraine le déficit ou l’absence d’une enzyme lysosomale. L’accumulation 
graduelle des molécules dans les lysosomes de la cellule peut mener à une évolution dans les 
symptômes des patients (Cox et Cachon-Gonzalez, 2012). La situation évolue donc de 
l’enfant vers l’adulte puisque les premiers dommages sont au niveau cellulaire et tissulaire 
avant d’atteindre le dysfonctionnement d’un ou de plusieurs organes (Winchester et al., 
2000). Il est donc possible d’observer, chez certains patients atteints de maladies 
lysosomales, une évolution des manifestations cliniques au niveau de leur sévérité et de 
risque pour la survie de la personne (Clarke, 2007). Il existe plus de 50 maladies lysosomales 
et la plupart sont monogéniques, panethniques, autosomiques récessives, à l’exception de 
trois d’entre elles qui sont liées au chromosome X : la maladie de Hunter 
(mucopolysaccharidose de type II), la maladie de Danon et la maladie de Fabry (Cox et 
Cachon-Gonzalez, 2012). L’incidence de l’ensemble des maladies lysosomales est évaluée à 
1:7000 (Meikle et al., 1999). Ce chiffre est en constante progression puisque la connaissance 
3 
 
 
générale et le dépistage de ces maladies lysosomales ne cessent d’augmenter grâce à la 
recherche et au dépistage populationnel à travers le monde (Kadali et al., 2014). 
 
1.2 Maladie de Fabry 
1.2.1 Description 
 
La maladie de Fabry est une maladie génétique lysosomale qui est causée par une mutation 
au niveau du gène GLA qui est localisé sur le bras long du chromosome X en position Xq22.1. 
Il est à noter que même s’il s’agit d’une maladie liée au chromosome X, les femmes peuvent 
être atteintes de la maladie et ce, parfois aussi sévèrement que les hommes (Wilcox et al., 
2008).  Le gène GLA code pour l’alpha-galactosidase A, la protéine qui est une hydrolase 
responsable de la catalyse de glycosphingolipides (Clarke, 2007). Il existe plus de 600 
mutations différentes répertoriées pour la maladie de Fabry (HGMD, 2014). Il y a alors 
accumulation de glycosphingolipides au niveau cellulaire ce qui mène à un 
dysfonctionnement au niveau du lysosome (Zampetti et al., 2012). Les glycophingolipides 
majoritairement accumulés chez les patients Fabry sont le globotriaosylcéramide (Gb3), le 
globotriaosylsphingosine (lyso-Gb3) et le galabiosylcéramide (Ga2) et leurs isoformes et/ou 
analogues respectifs. L’accumulation de ces glycosphingolipides se produit dans les liquides 
biologiques comme le sang et l’urine, dans différents organes tels le cœur, les reins, le foie 
et autres et aussi au niveau de l’endothélium vasculaire. La maladie de Fabry est sous 
diagnostiquée car elle présente une grande variabilité au niveau du génotype et du phénotype 
(Clarke, 2007). De fait, il est reconnu qu’il faut environ 16 ans pour diagnostiquer les femmes 
atteintes de la maladie de Fabry et près de 14 ans pour les hommes et ce, depuis le début des 
symptômes jusqu’au diagnostic final (Pastores, 2010; Schiffmann et Ries, 2016). 
 
1.2.2 Manifestations cliniques  
 
Les patients atteints de la maladie de Fabry présentent plusieurs symptômes qui varient d’une 
personne à l’autre et qui évoluent en fonction de l’âge du patient. En effet, comme cette 
maladie est engendrée par l’accumulation d’un substrat, nous constatons une évolution de la 
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gravité des symptômes au fil du temps (Altarescu et Elstein, 2011). Chez l’enfant atteint de 
la maladie de Fabry, la symptomatologie retrouvée est l’opacité cornéenne, la cornée 
verticillaire, les tortuosités sur la paupière (Michaud, 2013), de même que des fièvres 
récurrentes, une intolérance au chaud et au froid, l’hypohidrose (très faible sudation) allant 
jusqu’à l’anhidrose (absence de sudation) et l’acroparesthésie. L’ensemble de ces symptômes 
peut aussi engendrer des manifestations psychosociales chez l’enfant au quotidien. Il a aussi 
été possible d’observer des changements subtils au niveau cardiaque chez l’enfant suite à des 
analyses structurales et électrocardiographiques (Havranek et al., 2013).  
 
Chez l’adulte, l’évolution de la maladie fait en sorte que les effets de l’accumulation de 
substrats affectent différents organes et leur fonctionnalité respective. Premièrement, les 
atteintes au niveau cardiaque se manifestent sous forme d’hypertrophie ventriculaire, 
d’angine, de valvulopathie, de palpitations, d’intolérance à l’effort physique (Yoshitama et 
al., 2001). En effet, l’accumulation de glycosphingolipides dans les cellules cardiaques a pu 
être démontrée, ce qui mène à un dysfonctionnement cardiaque (Seydelmann et al., 2015). 
Les troubles rénaux représentent une problématique importante au niveau de la maladie de 
Fabry. Il a été rapporté qu’il s’agit d’une des causes majeures de décès chez les patients. En 
effet, les patients Fabry peuvent présenter des troubles tubulaires mais surtout des 
complications glomérulaires impliquant une hyperfiltration, de l’albuminurie, de la 
protéinurie qui mènent à une détérioration de la fonction rénale et à la dialyse (Abensur et 
Reis, 2016). Les troubles gastro-intestinaux tels la diarrhée, des douleurs abdominales et des 
nausées font aussi partie des troubles récurrents chez les patients, ceux-ci pouvant 
commencer dès l’enfance (Zar-Kessler et al., 2016). La présence d’angiokératomes peut 
aussi être un autre signe de la maladie. Des chercheurs en sont venus à développer un 
algorithme afin de classifier les angiokératomes pour mieux diagnostiquer la maladie 
considérant que cette manifestation dermatologique peut être présente chez d’autres maladie 
lysosomales (Zampetti et al., 2012). 
 
 
 
5 
 
 
1.2.3 Incidence  
 
La maladie de Fabry est une maladie rare. Il est toutefois possible d’observer une grande 
différence dans l’incidence de celle-ci à travers différents pays (Meikle et al., 1999) (Sachdev 
et al., 2002). Une augmentation de l’incidence a été notée lorsque des programmes de 
dépistages néonatals ont été instaurés, tels ceux retrouvés en Italie (Spada et al., 2006) ou à 
Taiwan (Lin et al., 2009). De plus, certains endroits, tels à Taipei, Taiwan (Lin et al., 2009) 
ou en Nouvelle-Écosse au Canada, montrent une plus grande incidence dû à un effet 
fondateur qui prévaut (Kirkilionis et al., 1991). Le Tableau 1 révèle la grande variabilité au 
niveau de l’incidence à travers différents pays ou provinces.  
 
Tableau 1 Incidences de la maladie de Fabry pour différent pays ou provinces. 
 
 
1.2.4 Traitements 
 
À ce jour, il n’existe aucun traitement curatif pour la maladie de Fabry.  Par contre, il existe 
différents traitements qui permettent de réduire l’accumulation de substrats au niveau des 
lysosomes. Les stratégies utilisées par ces traitements sont différentes (Kaminsky et Lidove, 
2014). Elles consistent à soit administrer l’enzyme absente ou déficiente (thérapie 
enzymatique de remplacement, TER), soit à mieux replier la protéine pour la rendre plus 
efficace (thérapie par chaperons) et ainsi augmenter l’activité enzymatique, ou soit réduire 
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l’arrivée de substrat en amont de l’enzyme cible (thérapie par réduction de substrat). La 
thérapie génique, qui est encore à l’état de phase 1 de recherche clinique, représente une 
avenue indéniablement intéressante. 
 
La thérapie enzymatique de remplacement (TER) est le traitement le plus répandu (El Dib et 
al., 2016). Il consiste à donner par infusion aux deux semaines une enzyme recombinante 
afin de palier à l’absence de production naturelle de celle-ci. Ce traitement est offert par deux 
compagnies soit Sanofi Genzyme qui produit l’agalsidase beta (Fabrazyme®) administrée aux 
patients à raison de 1 mg/kg de poids et l’agalsidase alfa (Replagal®) de Shire Human Genetic 
Therapies, administrée à une dose de 0.2 mg/kg (Clarke, 2007).  
 
1.3 Thérapie génique 
1.3.1 Description 
 
La thérapie génique a été définie par docteure Anne Galy, directrice de recherche à l’Institut 
national de la santé et de la recherche médicale (Inserm) :  
« Selon la pathologie, cet objectif peut être atteint en délivrant aux 
cellules un gène fonctionnel qui remplace le gène défectueux à 
l’origine de la maladie (transgène), un gène à action thérapeutique, 
ou encore de l’ARN capable de réguler ou bloquer partiellement 
l’expression d’un gène altéré » (INSERM, 2017).  
 
La thérapie génique est déjà à l’étude pour certaines maladies lysosomales, telle que la 
leucodystrophie métachromatique (Biffi et al., 2013). De plus, un essai clinique est 
présentement en cours pour la maladie de Fabry, soit une première mondiale, grâce à une 
étude pancanadienne, sous la direction du professeur Jeffrey A. Medin, où le premier patient 
Fabry a reçu la thérapie génique au Alberta Children’s Hospital Research Institute. Le 
traitement a été approuvé par Santé Canada, pour ce projet de recherche expérimentale, où 
un vecteur viral a été développé afin d’induire une production in vivo de l’enzyme déficiente 
(Alberta Health Services, 2017).   
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1.4 Biomarqueurs 
1.4.1 Définition et utilisation 
 
L’importance prise par les biomarqueurs dans le monde de la recherche fondamentale, 
clinique ou translationnelle au cours des trente dernières années a été fulgurante. En effet, le 
nombre de résultats d’articles scientifiques contenant le mot clé « biomarker » est passé de 
3365 en 1985 à 60 098 en 2015 (NCBI PubMed, 2017). La recherche constante de nouveaux 
biomarqueurs ainsi que leur utilisation au niveau de la détection, du diagnostic, du monitoring 
et du suivi des patients est devenue pratique courante. Par ailleurs, il est important d’établir 
ce qu’est un biomarqueur. Un biomarqueur est, par définition, un indicateur de changements 
mesurables à un moment précis ou dans le temps qui reflète la présence d’activités 
biologiques, soit moléculaire, cellulaire ou biochimique, reliées aux manifestations cliniques 
et au devenir d’une maladie (Strimbu et Tavel, 2010) 
 
Par exemple, la glycémie, soit la concentration de glucose dans le plasma sanguin, est un 
biomarqueur utilisé pour le diabète. Elle donne une indication de changement mesurable 
(concentration mesurable qui varie dans le temps) qui permet d’évaluer l’activité 
métabolique du corps et qui peut être reliée aux manifestations cliniques du diabète (Naidu 
et al., 2016).  
 
L’utilisation des biomarqueurs couvre un large spectre en vue d’être robustes et utiles pour 
les patients. Premièrement, les biomarqueurs peuvent être utilisés pour le dépistage 
populationnel ou le dépistage à haut risque d’une maladie donnée (Auray-Blais et al., 2009b). 
Pour ce qui est du dépistage populationnel, il s’agit d’analyse de biomarqueurs à grande 
échelle de l’ensemble d’une population donnée d’individus selon une méthode rapide et peu 
dispendieuse en vue de dépister des maladies ciblées. Par exemple, le programme de collecte 
d’urine sur papier filtre des nouveau-nés du Québec pour le dépistage de différentes maladies 
métaboliques héréditaires dans le cadre de la médecine génétique préventive (Auray-Blais et 
al., 2007) au Québec ou le dépistage sanguin néonatal à partir de sang séché sur papier filtre 
(Health Quality Ontario, 2003). Dans le cas du dépistage à haut risque, seulement un 
échantillonnage-cible de la population sera évalué. Cet échantillonnage sera sélectionné en 
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fonction de critères préétablis qui font en sorte que les individus le constituant seraient à 
risque pour une maladie donnée. Par exemple, à Taiwan, l’utilisation de quatre protéines 
spécifiques (utilisées comme biomarqueurs) retrouvées dans la salive permet la détection du 
carcinome épidermoïde dans une population à haut risque d’en développer (Yu et al., 2016). 
Le dépistage à haut risque de la maladie de Fabry fait l’objet de plusieurs études (Auray-
Blais et al., 2017; Linthorst et al., 2010; Silva et al., 2016). Deuxièmement, les biomarqueurs 
sont utilisés pour le diagnostic et le suivi des patients après le début d’un traitement. Ils 
permettent même d’évaluer l’efficacité de la réponse à un traitement cible et aussi de faire 
des études longitudinales pour évaluer à long terme lesdits patients. Troisièmement, 
l’utilisation des biomarqueurs peut conduire à une meilleure compréhension de la 
physiopathologie d’une maladie (Auray-Blais et al., 2010) 
 
1.4.2 Critères pour un biomarqueur clinique idéal 
 
Il existe différents critères qui permettent d’évaluer la pertinence d’un biomarqueur dans le 
domaine clinique. Plusieurs critères ont été établis et peuvent s’appliquer correctement au 
niveau de la maladie de Fabry (Cox, 2006). En effet, il doit être spécifique à la maladie cible 
afin qu’il n’y ait pas de confusion lors de sa détection. Par la suite, il est très important que 
la concentration du biomarqueur corrèle avec la sévérité et la progression de la maladie. Par 
contre, il n’est pas nécessaire qu’une concentration élevée d’un biomarqueur soit 
significative d’une plus grande atteinte du patient. La seule présence d’un biomarqueur peut 
parfois correspondre à une révélation sévère d’une maladie. Que ce soit par la présence du 
biomarqueur ou dans sa concentration, il doit y avoir une différence significative entre les 
personnes atteintes d’une maladie et les personnes contrôles saines. De plus, le biomarqueur 
ne doit pas nécessairement varier en fonction des origines ethniques de la personne et de son 
bagage génétique. Par exemple, un biomarqueur idéal sera présent de la même façon dans 
une population asiatique que dans un groupe caucasien. Il est aussi important que des 
changements au niveau du biomarqueur soient observables rapidement lors d’un traitement. 
Un dosage possible et facile dans les liquides biologiques représente également un atout 
majeur. Citons en exemple, la collecte d’un échantillon d’urine qui se fait de façon non 
évasive pour le patient. Étant donné les délais possibles entre la prise de l’échantillon et 
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l’analyse en laboratoire, un biomarqueur stable est fortement recommandé. Finalement, un 
dosage rapide et peu dispendieux d’un biomarqueur représente une considération appréciable 
lors du développement d’une méthode (Cox, 2006). 
 
1.4.3 Biomarqueurs pour la maladie de Fabry 
 
Puisque la maladie de Fabry entraine l’accumulation de substrats tels les glycosphingolipides 
comme le Gb3, le lyso-Gb3 ainsi que le Ga2, ces molécules deviennent des biomarqueurs de 
choix pour détecter, diagnostiquer, monitorer le suivi des patients et l’efficacité du traitement. 
Le Gb3 a été grandement utilisé comme biomarqueur au fil des ans. Plusieurs méthodes 
analytiques différentes ont été développées dans différents liquides biologiques (Auray-Blais 
et al., 2008; 2009a; Schiffman et al., 2010). Par la suite, la découverte du lyso-Gb3 dans le 
plasma (Aerts et al., 2008) et dans l’urine (Auray-Blais et al., 2012) a permis d’ajouter des 
nouveaux biomarqueurs pour évaluer les patients. Une étude métabolomique en 
spectrométrie de masse récente a révélé la présence d’isoformes du Ga2 pouvant être utilisés 
comme biomarqueurs pour les patients Fabry (Boutin et Auray-Blais, 2015).  
 
En ce qui concerne le lyso-Gb3, plusieurs approches métabolomiques utilisant la 
spectrométrie de masse en temps de vol ont révélé des analogues qui sont des molécules 
différentes du lyso-Gb3 car elles sont des modifications sur la sphingosine de la molécule 
dans l’urine (Auray-Blais et al., 2012; Lavoie et al., 2013) et dans le plasma (Dupont et al., 
2013; Boutin et Auray-Blais, 2014). La découverte de ces analogues du lyso-Gb3 a permis 
d’améliorer la détection des patients ayant une variante cardiaque de la maladie (Ferreira et 
al., 2015) (Auray-Blais et al., 2017) et mieux comprendre le processus métabolique possible 
entre le Gb3 et le lyso-Gb3 (Auray-Blais et Boutin, 2012). 
 
D’autres études métabolomiques en vue de la découverte de biomarqueurs a permis 
d’identifier et de caractériser des isoformes (modification sur la chaine d’acide gras) et 
analogues du Gb3 dans l’urine (Auray-Blais et Boutin, 2012) et dans le plasma (Manwaring 
et al., 2013). Plusieurs méthodes de spectrométrie de masse en tandem ont été développées 
et validées suite à ces différentes découvertes. Certains isoformes méthylés du Gb3 ont pu 
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être analysés et comparés à leurs équivalents non méthylés afin d’établir la pertinence de ces 
biomarqueurs pour la variante cardiaque de la maladie (Abaoui et al., 2016). Plus de 71 
isoformes/analogues du Gb3, lyso-G3 et Ga2 peuvent maintenant être utilisés comme 
biomarqueurs pour la maladie de Fabry. Néanmoins, il reste que la distribution de ces 
biomarqueurs dans les tissus des patients Fabry demeure inconnue. Il devenaitt donc 
important de développer une méthode de haute sensibilité et spécificité par spectrométrie de 
masse en tandem pour pouvoir procéder à l’évaluation de ladite distribution au niveau des 
tissus de souris Fabry et contrôles. 
 
 1.5 Présentation du projet 
1.5.1 Hypothèse  
 
Considérant la grande variabilité du génotype et du phénotype au niveau de la maladie de 
Fabry, nous estimons également qu’il existe une variabilité dans la distribution du Gb3 et de 
ses isoformes/analogues dans les tissus de différents organes de souris Fabry. 
 
1.5.2 Objectifs du projet 
 
Le projet consiste en deux objectifs précis :  
1) développer et valider une méthode d’extraction et de dosage du globotriaosylcéramide et 
ses isoformes et analogues dans les tissus de souris Fabry et souris contrôles; et  
2) analyser les profils de biomarqueurs de tissus de différents organes dans la cohorte de 
souris contrôles et de souris Fabry en vue d’un transfert technologique pour les patients 
recevant la thérapie génique. 
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1.5.3 Étapes du projet  
 
La Figure 1 décrit de façon succincte les différentes étapes du projet de maîtrise de la 
réception des tissus jusqu’à l’analyse des corrélations statistiques pour en arriver à la 
publication des résultats.    
 
Figure 1. Étapes du projet de maîtrise.  
 
1.6 Utilisation de tissus de souris Fabry 
1.6.1 Modèle animal  
 
Suite à la conception d’un vecteur viral (lentivirus), un modèle animal a été développé par 
l’équipe de J. A. Medin à partir de souris non obèses, diabétiques et immunodéficientes (Non 
Obese Diabetic Severe Combined Immune Deficiency NOD/SCID). De fait, une souris 
femelle Fabry (α-gal A −/−  scid+/+) et une souris mâle (α-gal A+/O scid−/−) ont été croisées 
pendant 11 générations afin de produire une souris Fabry immunodéficiente (NSF), α-gal A 
−/−  scid −/− (Pacienza et al., 2012). Le projet de recherche à l’étude a été entrepris avec les 
souris mentionnées ci-dessus. Pour le projet, des souris mâles (NSF: n=9; NOD/SCID: n=2) 
et femelles (NSF: n=9; NOD/SCID: n=3) ont été utilisées. Il est important de noter que les 
souris ne présentaient pas de manifestations cliniques de la maladie de Fabry. Les tissus 
suivants de différents organes furent analysés : le cœur, le foie, la rate, les reins, le cerveau, 
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les poumons et le petit intestin, de même que des liquides biologiques, tels le plasma et 
l’urine. 
 
1.6.2 Homogénéisation de tissus  
 
L’utilisation de tissus de souris Fabry et de souris contrôles à partir de différents organes 
nécessitait une préparation des échantillons qui était une étape clé de ce projet. L’utilisation 
de l’Omni Bead Ruptor 12 (Figure 2A) s’est révélée particulièrement efficace pour une 
homogénéisation uniforme des tissus de souris. Le principe de cet homogénéisateur réside 
dans l’utilisation de billes de céramique (Figure 2B) pour broyer et homogénéiser les tissus.  
 
A)                 B)  
Figure 2. A) Omni Bead Ruptor 12 (OMNI International™) photo prise par Philippe 
Provençal; B) Billes de céramique (OMNI International™) 
 
Plusieurs raisons expliquent ce choix, soit une très grande reproductibilité dans 
l’homogénéisation des tissus en contrôlant l’intensité et le temps de broyage avec une 
quantité contrôlée de billes de céramique. De plus, les échantillons étant traités 
individuellement, il n’y avait aucun risque de contamination entre ceux-ci. Finalement, il fut 
aussi possible d’homogénéiser plusieurs échantillons (n=12) avec rapidité, tout en évitant les 
problèmes de dégradation par la chaleur lors du broyage. 
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Les Figures 3 à 5 montrent les différentes étapes consécutives du broyage et de 
l’homogénéisation des tissus lors du développement de la méthode. 
 
Figure 3. Cerveau de souris NOD/SCID lors de la réception des échantillons. 
 
 
 
Figure 4. Cerveau de souris après le premier cycle de broyage sur l’Omni Bead Ruptor 
12 avec 6 billes de céramique à l’essai. 
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Figure 5. Cerveau de souris après le deuxième cycle de broyage des tissus avec une 
dilution dans le méthanol. Il est possible d’observer les six billes de céramique ainsi 
qu’une homogénéisation non complète. 
 
Le développement de la technique de broyage et d’homogénéisation a nécessité l’évaluation 
de plusieurs paramètres : 1) les solvants de broyage suivants furent utilisés, soit le méthanol, 
un tampon phosphate salin et de l’eau. Le méthanol a permis une meilleure homogénéisation 
ainsi que l’arrêt des processus de dégradation biologique (enzymes); 2) le nombre de billes 
de céramique fut également évalué (n=4, 5, ou 6) et fixé à 5 billes pour un rendement optimal; 
3) l’intensité et la durée du broyage furent déterminées. Le résultat optimal obtenu vise un 
broyage de 45 secondes à forte intensité (5 m/s), suivi par une homogénéisation de 45 
secondes à faible intensité (3 m/s).  
 
1.6.3 Extraction du Gb3 et ses isoformes/analogues des tissus de souris  
 
Le Gb3 et ses isoformes/analogues ciblés dans ce projet nécessitent une extraction liquide-
liquide permettant l’extraction des lipides. La méthode de référence pour ce type d’extraction 
est une extraction au chloroforme/méthanol/eau (Folch et al., 1957). Cette méthode présentait 
des inconvénients importants pour le projet. Premièrement, la phase organique où se situent 
les biomarqueurs d’intérêt est plus dense que la phase aqueuse, car située au fond du tube ce 
qui implique qu’il faut donc traverser celle-ci en plus de la couche intermédiaire de protéines 
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précipitées (Figure 6) pour aller récupérer la phase contenant les lipides. Deuxièmement, la 
toxicité reliée à l’utilisation du chloroforme représentait une problématique à éviter autant 
pour l’environnement que pour l’opérateur. 
 
 
Figure 6. Extraction au chloroforme de l’homogénat de tissus de souris  
 
Afin de contrecarrer ces deux problématiques, une extraction liquide-liquide des lipides avec 
du méthyl tert-butyl éther/méthanol/eau a été utilisée (Matyash et al., 2008; Abbott et al., 
2013). En effet, la comparaison du rendement d’extraction des céramides avec le MTBE 
versus le chloroforme démontre des résultats égaux ou supérieurs avec l’utilisation du 
MTBE. De plus, la densité du MTBE permet d’extraire les lipides de la phase organique qui 
se situent au-dessus de la phase aqueuse (Figure 7).  
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Figure 7. Schéma montrant les différentes phases selon la méthode d’extraction des 
tissus au chloroforme et celle au méthyl tert-butyl éther (MTBE).  
 
Une problématique inhérente à la composition des solvants d’extraction a été rencontrée. De 
fait, la formation d’un gel transparent, visqueux est apparue suite à certaines proportions 
inadéquates de solvant telle qu’illustrée à la Figure 8, où l’extraction du Gb3 et de ses 
isoformes/analogues était alors impossible. Ceci a mené à différents essais pour établir les 
meilleures proportions pour les solvants d’extraction, tels que démontrés dans les 
histogrammes ci-dessous.  
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Figure 8. Formation d’un gel avec les proportions suivantes MTBE/MeOH/H2O 
0,6/0,15/0,25. 
 
Puisqu’il s’agit d’une extraction à trois solvants, nous avons commencé les essais en variant 
la quantité de méthanol avec des quantités fixes de MTBE et d’eau. Nous avons obtenu des 
résultats optimaux pour des proportions de 1,4 mL de méthanol, 4 mL de MTBE et 2,6 mL 
d’eau (Figure 9). 
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Figure 9. Résultats (aire) de différents isoformes du Gb3 selon la variation du volume 
de méthanol avec un volume fixe de MTBE lors du développement de la méthode 
d’extraction. L’identification des isoformes est faite en fonction de la structure de leur 
acide gras (nombre de carbones et d’insaturation). 
 
Nous avons poursuivi les essais en variant la quantité de MTBE avec la quantité fixe de 
méthanol (1,4 mL) obtenue précédemment avec toujours une quantité de 2,6 mL d’eau. Les 
résultats optimaux ont été obtenus pour une proportion de 4 mL de MTBE, 1,4 mL de 
méthanol et 2,6 mL d’eau (Figure 10).  
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Figure 10. Résultats (aire) de différents isoformes du Gb3 selon la variation du volume 
de MTBE avec un volume fixe de méthanol lors du développement de la méthode 
d’extraction. L’identification des isoformes est faite en fonction de la structure de leur 
acide gras (nombre de carbones et d’insaturation). 
 
Par la suite, nous avons évalué la variation du temps d’incubation dans le KOH 1M à 37°C 
de 0 à 120 minutes. La Figure 11 montre les différents isoformes du Gb3 selon lesdites 
conditions et nous permet de conclure que le temps d’incubation de 30 minutes est optimal. 
Il est à noter que le temps 0 n’est pas présenté puisque les résultats étaient non valables. 
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Figure 11. Résultats (aire) de différents isoformes du Gb3 selon la variation du temps 
d’incubation à 37°C avec du KOH 1M. L’identification des isoformes est faite en 
fonction de la structure de leur acide gras (nombre de carbones et d’insaturation). 
 
Une fois que toutes les conditions optimales d’homogénéisation et d’extraction ont été 
déterminées, une expérience a été réalisées afin de confirmer que celles-ci ne produisaient 
pas de produits de dégradation. En effet, une solution contenant seulement un standard a été 
homogénéisée et extraite sans aucune production d’autres molécules. 
 
1.7 Chromatographie liquide 
1.7.1 Principes de base 
 
L’utilisation de la chromatographie liquide est généralement en amont du spectromètre de 
masse. En effet, la chromatographie liquide permet de séparer les molécules d’intérêt du reste 
de l’échantillon. Son principe réside dans l’interaction de la molécule ciblée avec une phase 
stationnaire et des phases mobiles (Ho et al., 2003). Les échantillons sont injectés dans le 
chromatographe et des phases mobiles spécifiques, selon les molécules d’intérêt, déplaceront 
lesdites molécules vers la colonne contenant la phase stationnaire. Celle-ci aura une 
interaction différente selon sa composition et la nature des molécules à être analysées. La 
21 
 
 
phase stationnaire retiendra les molécules-cibles selon des interactions spécifiques comme 
l’acceptation de protons, le don de protons, les ponts hydrogènes ou les interactions dîpole-
dîpole (Hoffmann et Stroobant, 2007). Il est important de noter que le caractère 
hydrophobique des molécules non polaires influe sur leur temps rétention. Dans le cas où la 
phase mobile est isocratique, c’est-à-dire que sa composition demeure inchangée pour toute 
la durée de l’analyse, la phase stationnaire agit alors comme un agent de rétention afin de 
retenir les molécules-cibles qui traversent la colonne dans un temps différent pour chacune. 
Dans le cas où la composition de la phase mobile varie dans le temps, donc utilisant un 
gradient où il peut y avoir une augmentation du pourcentage des phases aqueuses ou 
organiques (selon la nature polaire ou non de la molécule cible), l’interaction entre la phase 
stationnaire et les molécules est plus grande et retient alors les molécules-cibles neutralisant 
donc une diffusion passive. C’est le changement de condition des phases mobiles qui fait en 
sorte que les molécules-cibles parviennent au spectromètre de masse. Une chromatographie 
en phase normale se base sur des interactions avec la colonne de type polaire et permet donc 
de différencier les molécules selon leur polarité. Les phases mobiles utilisées peuvent aussi 
être apolaires. Une chromatographie en phase inverse se base sur des interactions de type 
hydrophobe ce qui fait en sorte que les molécules d’intérêt interagissent avec la colonne qui 
est apolaire et la variation de la polarité des phases mobiles permet l’élution. Les colonnes 
qui sont utilisées en chromatographie liquide ultra performance sont généralement formées 
de silice liée à un groupement chimique qui permet de définir le type d’interactions de la 
colonne (Lough et Wainer, 1995). Par exemple, une colonne de type C18 est formé de 
groupements alkyles (18 atomes de carbone), donc une colonne apolaire favorisant des ponts 
hydrogènes avec des composés hydrophobes. Tandis qu’une colonne constituée de silice avec 
des groupements amides permet une interaction polaire avec les groupements hydrophiles. 
En termes comparatifs, il est à noter qu’une colonne UPLC peut supporter de plus hautes 
pressions, nécessitent une quantité moindre de phases mobiles, permet un plus petit volume 
d’injection et ce, en une période de temps d’analyse plus courte que la colonne HPLC 
(Cielecka-Piontek et al., 2013). La grosseur des particules dans les colonnes UPLC est aussi 
plus petite ce qui permet de diminuer la diffusion et d’augmenter le nombre de plateaux 
théoriques de séparation. L’amélioration constante des colonnes de chromatographie par des 
modifications de la taille des particules internes, ainsi que la présence de molécules formant 
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des ligands, permet de raffiner la qualité de la séparation et ce, tout en tenant compte de la 
croissance des capacités techniques des appareils ULPC et HPLC (Nishi et Nagamatsu, 
2014).    
1.7.2 Applications dans le projet  
 
L’utilisation de la technologie de chromatographie liquide ultra performance est un outil 
important dans la découverte de nouveaux biomarqueurs et leurs analyses, ainsi que la 
séparation efficiente de différentes molécules d’une matrice (Denoroy et al., 2013). Il est 
important, par contre, d’optimiser différents paramètres de la chromatographie selon la 
nature du biomarqueur d’intérêt. Dans le projet en titre, la structure du globotriaosylcéramide 
permet différentes interactions chimiques possibles avec une colonne chromatographique. 
En effet, la présence de trois unités de sucre (2 unités de galactose et 1 unité de glucose) 
permet une interaction basée sur la grande polarité de ces composés. Une colonne de type 
HILIC (“Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography”) pourrait être utilisée afin de 
retenir le Gb3. Celui-ci possède aussi un groupement amide qui pourrait être la cible d’une 
interaction avec une colonne de chromatographie de type HILIC. Citons en exemple 
l’utilisation d’une colonne de type HILIC où il fut possible de regrouper les molécules de 
lyso-Gb3 (qui sont des molécules plutôt hydrophiles par contre) afin de les faire éluer à un 
temps de rétention similaire (Lavoie et al., 2013). Finalement, les deux longues chaines 
aliphatiques situées sur l’acide gras et la sphingosine représentent une cible idéale pour des 
colonnes de type C8 et C18 qui visent les interactions hydrophobes des composés. En 
contrepartie, une colonne de type C8 permet une séparation des différents types d’isoformes 
et d’analogues.   
Au cours de ce projet de maîtrise utilisant la chromatographie liquide ultra performance, il 
est devenu nécessaire d’optimiser une méthode avec une colonne de type C18 puisque la 
séparation des différents isoformes et analogues était essentielle pour la réussite du projet. 
Un standard du Gb3 comprenant 7 isoformes et du plasma d’un patient Fabry ont été utilisés 
pour établir les paramètres optimaux. En effet, trois colonnes de types C18 ont été évaluées 
soit la HSST3, la CSH et la C18 BEH, toutes trois de 2,1 mm x 50 mm, 1,8 µm de la 
compagnie Waters. Bien que toutes trois possèdent une chaine de 18 carbones comme 
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groupement attracteur, elles ont des différences dans leur plage de pH de travail (2 à 9 pour 
la HSST3, 1 à 11 pour la CSH et 1 à 12 pour la BEH) et dans la composition de la matrice 
qui sert de base au groupement attracteur (silice ou hybride). Une fois la meilleure colonne 
choisie, soit la HSST3, différents paramètres ont été optimisés afin de permettre une 
meilleure séparation des différents biomarqueurs d’intérêt. Les paramètres qui ont pu être 
optimisés sont les phases mobiles, le rapport de chacune d’entre elles, ainsi que leurs 
gradients respectifs. Plusieurs essais ont été tentés afin d’obtenir les phases mobiles 
optimales pour la séparation des différentes molécules du Gb3. La combinaison la plus 
performante fut d’utiliser deux phases mobiles: la phase A; MeOH (5 mM Amm. Form. 0,1% 
FA) et la phase B: (H2O + 5% MeOH) (5 mM Amm. Form. 0,1% FA). La Figure 12 montre 
le gradient final utilisé et la programmation pour l’appliquer. 
 
 
Figure 12. Canevas provenant de l’ACQUITY I-Class pour les paramètres du gradient 
de chromatographie liquide  
 
Il fut aussi possible de modifier le débit des phases mobiles pour obtenir des résultats 
optimaux. La Figure 13 représente une superposition de la transition du standard interne 
Gb3[(d18:1)(C18:0)D3] de 3 injections qui diffèrent seulement par le débit des phases 
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mobiles. Les trois débits sont 0,5, 0,4 et 0,3 mL par minute. Il est possible de voir une 
variation dans l’abondance du composé ainsi que la résolution des pics. Le débit de 0,5 mL 
par minute présente la meilleure chromatographie dans ce cas. 
 
 
Figure 13. Superposition des transitions du standard interne Gb3[(d18:1)(C18:0)D3] 
pour une injection à 0,5, 0,4 et 0,3 mL/min. 
 
1.8 Spectrométrie de masse  
1.8.1 Principes de base 
 
La spectrométrie de masse est une technique analytique qui permet d’identifier, de quantifier 
et de caractériser une ou plusieurs molécules dans un échantillon donné. Selon le 
spectromètre de masse (MS) utilisé, l’échantillon peut être sous forme solide ou liquide.  
L’échantillon peut être analysé avec beaucoup de précision et de sensibilité en spectrométrie 
de masse (Watson et Sparkman, 2013). L’utilisation de la spectrométrie de masse est très 
diversifiée. En effet, l’analyse de l’eau ou d’aliments pour l’identification d’agents toxiques, 
de pesticides, de métaux lourds, ou l’analyse de liquides biologiques, tels le sang ou l’urine 
pour révéler la présence de drogues et la vérification de produits pharmaceutiques après leur 
synthèse ne sont que quelques-unes des applications possibles (Hoffmann et Stroobant, 
2007). 
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L’origine de la spectrométrie de masse remonte tout d’abord à Joseph John Thomson en 
1911, puis, à son assistant de recherche, Francis William Aston en 1920. Ils ont réalisé des 
travaux sur l’ionisation par impact électronique de molécules et le suivi de leurs trajectoires 
dans un champs électrique (Lössl et al., 2016). De nos jours, il existe plusieurs types 
d’appareils en spectrométrie de masse qui présentent des technologies différentes, mais ils 
ont tous un principe de base en commun, c’est-à-dire que les molécules constituant 
l’échantillon doivent être ionisées à l’entrée du spectromètre de masse pour être séparées à 
l’aide de leur rapport masse sur charge (m/z) (Shrader, 2014). Il est important de bien définir 
ce que signifie le rapport masse sur charge (m/z) puisque celui-ci permet d’identifier chacun 
des fragments des molécules à l’étude. Il consiste en la masse atomique de la molécule 
additionnée de la masse d’un ou des protons suite à l’ionisation, le tout divisé par la charge 
portée par la molécule après ladite ionisation (Watson et Sparkman, 2013). Par exemple, une 
protéine neutre de 200 daltons (Da) qui est chargée +1 après l’ionisation aura un m/z de 201 
((200+1)/1). Si elle est chargée +2, le m/z sera donc de 101 ((200+2)/2) et ainsi de suite.  
 
Un système d’analyse en spectrométrie de masse comporte généralement quatre parties qui 
sont la source d’ionisation, l’analyseur, le détecteur et le système d’interprétation des 
données. Il est aussi important de noter que les spectromètres de masse sont généralement 
munis d’un système de séparation en amont, par exemple un système de chromatographie 
liquide haute performance (HPLC), de chromatographie liquide ultra performance (UPLC) 
ou de chromatographie en phase gazeuse (GC) afin de réduire la présence de différentes 
substances interférentes et d’assurer la séparation des molécules d’intérêt. La Figure 14 
montre un schéma des différentes composantes d’un spectromètre de masse.   
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Figure 14. Coupe schématique d’un spectromètre de masse avec l’identification de ses 
différentes composantes. 
Suite à leur passage dans le chromatographe liquide, les échantillons sont ensuite introduits 
dans le spectromètre de masse au niveau de la source d’ionisation. Il existe différentes 
sources d’ionisation comme l’ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI), 
l’électronébulisation (« electrospray ionization » (ESI)), l’ionisation électronique (IE), 
l’ionisation chimique (IC), l’ionisation par bombardement d’atomes rapides (FAB), la 
désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI) (Hoffmann et Stroobant, 2007). 
Selon les types d’échantillons et les molécules d’intérêt à être étudiées, une source 
d’ionisation peut être plus efficace et avantageuse qu’une autre pour vaporiser les molécules 
et les ioniser. Il faut donc être vigilant et bien comprendre les molécules à être analysées pour 
faire le bon choix. 
 
Par la suite, les molécules ionisées sont acheminées à l’analyseur pour être séparées dans 
l’espace ou dans le temps selon leur rapport m/z en fonction du champ électrique et/ou du 
champ magnétique. Il est important de noter que le vide est maintenu dans l’analyseur afin 
d’éviter toutes interférences avec les champs électrique ou magnétique. Il existe une grande 
variété de types d’analyseurs, tels le quadripolaire, le temps de vol, la trappe ionique, 
l’orbitrap, l’analyseur à résonance cyclotronique ionique à transformée de Fourier (FT-ICR) 
et le secteur magnétique (Gross, 2011). Seulement les molécules ayant le bon rapport m/z 
seront en mesure de traverser l’analyseur afin de se rendre au détecteur. Une fois arrivé au 
détecteur, le signal de l’ion d’intérêt sera amplifié afin d’être perçu par le système 
informatique pour assurer l’enregistrement des résultats (Watson et Sparkman, 2013). 
Différents types de détecteurs peuvent être utilisés, tels le cylindre de Faraday, le 
multiplicateur d’électrons ou le multiplicateur de photons.  
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Dans le cadre de ce projet, deux types de spectromètre de masse couplé à un chromatographe 
liquide ont été utilisés soit un chromatographe liquide ultra performance couplé à un 
spectromètre de masse en temps de vol (UPLC-Tof) et un chromatographe liquide ultra 
performance couplé à un spectromètre de masse quadripolaire en tandem (UPLC-MS/MS). 
Pour les deux systèmes, l’ionisation est de type électronébulisation.  
 
1.8.2 Électronébulisation (ESI) 
 
L’électronébulisation est considérée comme une méthode d’ionisation de type douce. La 
Figure 15 présente un schéma des étapes de l’électronébulisation en mode positif suite à la 
séparation des molécules de l’échantillon dans le chromatographe en phase liquide.  
 
Figure 15. Schéma des étapes d’électronébulisation en mode positif avec formation du 
cône Taylor, la désolvatation et la répulsion coulombienne. 
 
Brièvement, les échantillons sont acheminés à travers un capillaire qui est situé à l’entrée de 
l’analyseur. Une différence de potentiel est créée entre la pointe du capillaire et l’entrée du 
spectromètre de masse grâce à un haut voltage (~3-4 kV). Celui-ci est appliqué au solvant à 
l’extrémité du capillaire ce qui entraîne la formation d’un cône avec l’ensemble des 
molécules chargées positivement. Le processus de formation du cône, appelé "cône Taylor", 
représente la première étape du processus décrit par Sir Geoffrey Ingram Taylor (Kebarle, 
2000). L’étape suivante consiste en la formation de fines goulettes chargées positivement à 
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l’extrémité du cône Taylor. Elles sont attirées par la charge négative à l’entrée du 
spectromètre de masse. La chambre de la source d’ionisation est maintenue sous haute 
température en vue de l’évaporation du solvant entourant chacune des fines gouttelettes. 
Cette évaporation mène à une étape critique du processus d’ionisation qui est appelée la 
répulsion coulombienne. En effet, avec l’évaporation du solvant, l’espace entre les 
différentes molécules chargées positivement devient restreint et entraîne une répulsion des 
charges. Les ions positifs (molécules chargées positivement) sont alors libérés et attirés vers 
le cône chargé négativement qui mène à l’analyseur (Watson et Sparkman, 2013). Par 
ailleurs, les molécules qui sont chargées négativement sont attirées par la charge positive du 
capillaire. Les molécules neutres n’interagissent pas avec le système et sont simplement 
aspirées à l’extérieur lors de la répulsion coulombienne par le système de vide de la source 
d’ionisation. Il est important de noter que l’ensemble du processus décrit ci-dessus fait 
référence à l’électronébulisation positive. Il est possible d’inverser les charges appliquées sur 
le capillaire et le cône afin de travailler en mode d’électronébulisation négative selon les 
molécules d’intérêt (Murphy et Axelsen, 2011; Zhang et Linhardt, 2009).  
1.8.3 Description des spectromètres de masse utilisés et applications dans ce projet 
 
Les deux systèmes de spectrométrie de masse utilisés durant le projet présentaient chacun 
des particularités et des avantages. Le premier qui a été utilisé est un chromatographe liquide 
ultra performance (UPLC) couplé à un SynaptMD (ESI-ToF-MS), soit à un spectromètre de 
masse en temps de vol de la compagnie Waters Corporation (UPLC-ESI-ToF-MS) (Figure 
16). L’analyseur de type "temps de vol" a été développé dans les années 1946 par Stephens 
(Siuzdak, 2006). 
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Figure 16. ACQUITY UPLC (à gauche) couplé à un SynaptMD Tof-MS (à droite).  
 
Le principe du temps de vol est que les molécules ionisées sont accélérées par un champ 
électrique déterminé et le temps mis par la molécule ionisée pour atteindre le détecteur situé 
à une distance connue permettra de calculer le rapport masse sur charge (m/z) de celle-ci. En 
effet, les molécules qui ont la même charge recevront la même énergie cinétique. Par contre, 
les molécules ionisées avec un rapport masse sur charge plus élevé (molécules plus lourdes) 
auront une vitesse plus lente que celles ayant un m/z plus faible. Ces dernières seront donc 
les premières à atteindre le détecteur (Hoffmann et Stroobant, 2007). Le spectromètre de 
masse en temps de vol utilisé pour le projet est muni d’un réflectron qui permet de compenser 
le phénomène physique de dispersion d’énergie cinétique lors de l’ionisation. En effet, il est 
possible lors de la création de molécules ionisées que celles avec le même rapport masse sur 
charge aient une vitesse initiale différente avant d’être accélérées. Cette vitesse initiale sera 
neutralisée par une réflexion vers le détecteur par le réflectron. Les molécules avec le même 
m/z, mais avec des énergies différentes, pénètreront à différentes profondeurs dans la 
réflexion avant d’être redirigées vers le détecteur à vitesse induite par le champ électrique du 
spectromètre de masse (Mamyrin et al., 1973). Ce spectromètre de masse a été utilisé au 
30 
 
 
début du projet pour l’identification de biomarqueurs dans des échantillons comme de l’urine 
et du plasma de patient Fabry ainsi que des organes de souris Fabry. Des essais pour le 
développement de la chromatographie ont aussi été réalisés sur ce système. Il s’agit d’un 
système principalement utilisé pour la découverte de nouveaux biomarqueurs, l’identification 
de molécules et la confirmation de la masse exacte. 
 
Le deuxième système de spectrométrie de masse utilisé est un ACQUITY UPLC I-CLASSMD 
couplé à un Xevo TQ-S (Waters Corporation), soit un spectromètre de masse en tandem 
(Figure 17).  
 
Figure 17. ACQUITY UPLC I-CLASS (à gauche) couplé à un Xevo TQ-S (à droite).  
 
Il s’agit donc d’un chromatographe liquide ultra performance couplé à un spectromètre de 
masse en tandem (UPLC-ESI-MS/MS). La particularité de ce système de spectrométrie de 
masse est la présence de deux analyseurs de type quadripôle séparés par une chambre (ou 
cellule) de collisions. La Figure 18 est une photo de deux analyseurs de type quadripôlaire 
(en tandem) prise lors d’une maintenance de l’appareil Quattro micro (Waters).  
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Figure 18. Photo de deux analyseurs quadripolaires séparés au centre par un hexapôle, 
soit la cellule de collisions du spectromètre de masse Quattro micro (Waters).   
 
Cette partie du spectromètre de masse est continuellement maintenue sous vide par des 
pompes turbomoléculaires afin d’éviter toute interférence avec les champs électriques induits 
par les quadripôles qui dirigent la trajectoire des ions vers le détecteur. Un quadripôle est 
formé de quatre tiges pairées de métal qui portent des charges positives et négatives en 
alternance. La variation du type de charges (positives et négatives) ainsi que leur intensité 
permettent de guider une ou des molécules chargées vers le détecteur. La présence du 
deuxième quadripôle permet une variété de types d’analyses selon le résultat désiré. Nous 
reviendrons sur les modes d’analyse dans la section suivante. Il est à noter que ce 
spectromètre de masse a été utilisé pour l’analyse de l’ensemble des échantillons du projet 
de recherche. Il est principalement utilisé pour des analyses de quantification relative ou 
absolue, offrant la possibilité d’analyse d’un grand nombre d’échantillons avec robustesse, 
sensibilité et spécificité. 
 
1.8.4 Possibilités techniques de la spectrométrie de masse en tandem 
 
Il est possible d’attribuer différentes fonctions à chacun des deux quadripôles du système de 
spectrométrie de masse en tandem. Cela permet de varier les possibilités du système 
d’analyseur de masse et d’utiliser différents modes selon les besoins d’analyse. En effet, le 
premier mode est la fonction MS Scan. Lorsqu’une analyse est faite en MS scan, le premier 
quadripôle effectue un balayage à travers une plage de rapports masse sur charge donnés, ce 
qui engendre que toutes les molécules qui se situent dans cet intervalle donné seront tenues 
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en ligne de compte. Cette fonction permet principalement la recherche des différentes 
molécules présentes dans l’échantillon et permet de voir si d’autres molécules ont le même 
temps de rétention que celles visées. La deuxième est un balayage (« scan ») des ions produits 
suite à une fragmentation d’un ion précis. Dans ce cas, le rapport masse sur charge est fixe 
sur le premier quadripôle afin d’isoler l’ion d’intérêt. Après la fragmentation dans la chambre 
de collisions, l’ensemble des ions produits sont analysés afin d’identifier les plus abondants. 
Troisièmement, il est possible de réaliser l’inverse et de mettre le premier quadripôle en mode 
balayage de masse sur charge et de fixer le deuxième quadripôle après la fragmentation. 
Finalement le dernier mode est le mode Select Ion Recording (SIR). Celui-ci est le mode le 
plus utilisé puisqu’il permet une grande sélectivité et sensibilité. Ce mode est celui utilisé 
dans le projet de maîtrise. La Figure 19 montre un ion précurseur à m/z 1180 et l’ion produit 
à m/z 650.  
 
 
Figure 19. Schéma des étapes et composantes d’un analyseur quadripolaire en tandem 
séparé par une chambre à collisions pour une analyse en SIR. 
 
1.8.5 Paramètres optimisés 
 
Il est important d’optimiser les différents paramètres du spectromètre de masse afin d’obtenir 
le meilleur rendement au niveau de l’acquisition des masses des molécules d’intérêt. Les 
différents paramètres qui ont été optimisés sont les suivants : voltage du capillaire, voltage 
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du cône, température de la source, température du gaz de désolvatation, débit de gaz du cône 
et débit de gaz de désolvatation. Afin de permettre l’optimisation de ces paramètres, 
l’infusion dans un débit continu d’une solution du standard commercial de 
Gb3[(d18:1)(C17:0)] a été réalisée. Les différents paramètres ont été modifiés en temps réel 
afin de voir leur impact sur le signal d’intensité de la molécule cible. Les Figures 20 et 21 
présentent deux exemples du chromatogramme pour les essais réalisés afin de déterminer le 
voltage du capillaire et le voltage du cône respectivement. 
 
 
Figure 20. Chromatographie d’une injection en continu du Gb3[(d18:1)(C17:0)] avec 
une variation du voltage du capillaire. 
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Figure 21. Chromatographie d’une injection en continu du Gb3[(d18:1)(C17:0)] avec 
une variation du voltage du cône. 
 
1.8.6 Isoformes et analogues du Gb3 à l’étude  
 
Le Gb3 est constitué de 3 groupements chimiques distincts : sucres (n=3) (glucose-galactose-
galactose), une sphingosine et un acide gras. Les différents isoformes et analogues du 
globotriaosylcéramide sont des variations dans les groupements d’acide gras et de 
sphingosines. Par définition, les modifications sur la sphingosine sont des analogues du Gb3 
et les modifications sur l’acide gras sont des isoformes. Les modifications peuvent comporter 
un nombre de carbone et/ou un nombre d’insaturations du groupement. Il existe une approche 
(Auray-Blais et Boutin, 2012) afin de les classifier en groupes. Les Figures 22 à 26 présentent 
les groupes analysés dans ce projet avec un exemple pour chacun. Il est important de noter 
qu’avec les paramètres utilisés, il était impossible de déterminer la position exacte des 
insaturations supplémentaires, soit sur l’acide gras ou sur la sphingosine.  
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Figure 22. Groupe 1 : Isoformes du Gb3 avec un acide gras saturé, Gb3[(d18:1)(C22:0)].  
 
 
Figure 23. Groupe 2 : Analogues/isoformes du Gb3 avec une insaturation 
supplémentaire (soit sur la sphingosine ou sur l’acide gras), Gb3[(d18:1)(C22:1)] ou 
Gb3[(d18:2)(C22:0)]. 
 
 
Figure 24. Groupe 3 : Analogues/isoformes du Gb3 avec deux insaturations 
supplémentaires (soit sur la sphingosine et sur l’acide gras ou deux sur l’acide gras), 
Gb3[(d18:2)(C22:1)] ou Gb3[(d18:1)(C22:2)].  
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Figure 25. Groupe 4 : Analogues du Gb3 avec une sphingosine hydratée 
Gb3[(d18:1)(C22:0)OH]. 
 
 
Figure 26. Groupe 5 : Isoformes méthylés du Gb3, Gb3[(d18:1)(C22:0)]Me.  
 
Suite à l’injection de plasma et d’urine d’un patient Fabry ainsi que des essais préliminaires, 
la Figure 27 présente la programmation des couples de rapport masse sur charge (transitions) 
de l’ensemble des molécules à l’étude dans le projet. Afin de maintenir une bonne sensibilité, 
une plage de plus ou moins une minute du temps de rétention a été prévue pour chacun des 
SIR. Cela a permis de réduire le nombre de transitions (ions précurseurs/ions produits) 
acquises au même moment et donc de maintenir la sensibilité.  
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Figure 27. Canevas provenant de MassLynx pour la fenêtre de programmation des 
acquisitions en mode SIR. 
 
1.9 Validation de la méthode  
 
Afin qu’une méthode puisse être publiée et utilisée de façon régulière, il est important qu’elle 
soit validée pour s’assurer qu’elle réponde à différents critères de validation tels la 
robustesse, la reproductibilité et la stabilité. Les principaux paramètres habituellement 
évalués sont : la précision intra-jour (cinq analyses du même échantillon dans la même 
journée) et inter-jours (cinq journées différentes d’analyse), la limite de quantification, la 
limite de détection, l’effet de matrice et la stabilité à différentes températures pour des temps 
donnés. Le Tableau 2 ci-dessous indique les critères de validation utilisés pour la méthode 
développée en UPLC-MS/MS qui ont été respectés dans ce projet de recherche.  
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Tableau 2 Critères utilisés pour la validation de la méthode en UPLC-MS/MS  
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Relative distribution of Gb3 isoforms/analogs in NOD/SCID/Fabry mice tissues 
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Avant-propos: Philippe Provençal a effectué le travail de laboratoire nécessaire au 
développement de la méthode de quantification relative de cet article avec les conseils et les 
recommandations de Michel Boutin et Christiane Auray-Blais. Les échantillons (tissus) ont 
été prélevés des souris par l’équipe de collaborateurs (Shaalee Dworski, Bryan Au, sous la 
supervision du Dr Jeffrey A Medin). Philippe a effectué l’homogénéisation, l’extraction et 
l’analyse du Gb3 une fois les tissus reçus. Il a aussi fait les analyses statistiques et la 
préparation des résultats sous forme de figures et de tableaux. La rédaction de l’article a été 
faite par Philippe sous la supervision des co-auteurs. 
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Résumé:  
La maladie de Fabry est une maladie lysosomale due à une mutation du gène GLA, située sur 
le chromosome X, qui conduit à l’accumulation dans différents organes, tissus ou liquides 
biologiques de glycosphingolipides, tels le globotriaosylcéramide (Gb3), le 
globotriaosylsphingosine (lyso-Gb3) et le galabiosylcéramide (Ga2). Ces molécules 
représentent les biomarqueurs généralement ciblés de cette maladie. Les symptômes des 
personnes atteintes sont très variés et se manifestent, par exemple, sous forme 
d’angiokératomes, d’acroparesthésie, de problèmes rénaux, cardiaques et du système 
nerveux central. Le principal traitement de la maladie de Fabry est une thérapie d’enzyme de 
remplacement (TER) administrée par infusion aux deux semaines. Cette TER n’est pas 
efficace pour tous les patients et elle peut parfois présenter des inconvénients telle une 
réponse autoimmune contre l’enzyme de remplacement. Il est donc important de développer 
d’autres thérapies. Le développement d’une thérapie génique à l’aide d’un vecteur viral pour 
cette maladie lysosomale est en cours au Canada. Un modèle de souris NOD/SCID Fabry 
(NSF) a été utilisé pour permettre le développement de la thérapie. Un outil technologique 
pour déterminer la distribution des biomarqueurs dans les tissus de souris Fabry a été 
développé, validé et sera applicable pour mesurer l'effet de la thérapie génique chez les 
patients. 
En effet, une méthode de chromatographie liquide ultra performance couplée à la 
spectrométrie de masse en tandem (UPLC-MS/MS) a permis l'analyse de 22 
isoformes/analogues du Gb3 dans divers tissus et liquides biologiques des souris Fabry. Tous 
les critères de validation de la méthode ont été atteints et celle-ci permet l’analyse d’un 
échantillon en 11,25 minutes. La comparaison entre les organes des souris contrôles 
(NOD/SCID) et les NSF démontre une différence significative dans le niveau des 
biomarqueurs. Cela permet de confirmer l’efficacité du modèle animal. L’analyse des souris 
NSF a permis de mettre en évidence des différences significatives entre la distribution des 
biomarqueurs du Gb3 dans les différents organes à l’étude. La quantité la plus élevée se 
retrouve au niveau de la rate, suivie du petit intestin, des reins, des poumons, du cœur, du 
foie et du cerveau. L’analyse de la variation de chacun des isoformes/analogues du Gb3 n’a 
pas permis de mettre en évidence un biomarqueur en particulier selon l’organe analysé, ce 
qui aurait pu mener à mieux comprendre la physiologie de la maladie. En conclusion la 
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méthode mise au point est sensible et utile pour l'évaluation des profils de biomarqueurs chez 
la souris Fabry. Un transfert technologique pour l’analyse des biomarqueurs dans des 
échantillons de plasma de patients ayant reçu la thérapie génique sera effectué.  
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Background: Fabry disease is a lysosomal storage disorder leading to glycosphingolipid 
accumulation in different organs, tissues and biological fluids. The development of a Fabry 
disease gene therapy trial is underway in Canada. A tool to determine the distribution of Gb3 
biomarkers in tissues of Fabry mice might be applicable to monitor the effect of gene therapy.  
 
Results & methodology: An ultra-performance LC–MS/MS (UPLC–MS/MS) method for 
the analysis of 22 Gb3 isoform/analogs in various Fabry mice tissues was developed and 
validated. Marked variation in biomarker organ distribution was found with higher levels in 
the spleen, followed by the small intestine, kidneys, lungs, heart, liver and brain. 
 
Conclusion: The devised method is sensitive and useful for the evaluation of biomarker 
profiles in Fabry mice. 
 
Keywords: Fabry disease • globotriaosylceramide • isoforms/analogs • liquid–liquid 
extraction • MS • NOD/SCID mice • organ biomarker distribution 
 
Defined key terms:  
Fabry disease: It is an X-linked lysosomal storage disorder caused by deficiency of alpha-
galactosidase A leading to the accumulation of glycosphingolipids in different organs, tissues 
and biological fluids of affected patients.  
 
Globotriaosylceramide: One of the glycosphingolipids found in Fabry patient organs, 
tissues and biological fluids. It comprises three sugar units linked to a ceramide. 
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1. Introduction 
 
Fabry disease (OMIM 301500) is an X-linked lysosomal storage disorder characterized by 
the accumulation of glycosphingolipids in organs, tissues and the vascular endothelium, as 
well as biological fluids. Various mutations in the GLA gene (locus Xq22.1) lead to 
deficiency of α-galactosidase A (α-gal A, EC 3.2.1.22) enzyme activity responsible for the 
metabolic catabolism of various glycosphingolipids [1–4]. The disease is associated with 
over 600 different mutations [5] and characterized by heterogeneous clinical manifestations 
affecting the kidneys, the heart, the eyes, as well as cerebrovascular diseases (transient 
ischemic attacks and stroke) [3]. Other symptoms include gastrointestinal problems, 
intolerance to heat and cold, hypohidrosis and angiokeratomas [2–4]. Males are generally 
more severely affected with the disease than females, but women might also be severely 
affected [6]. Moreover, the variability of disease manifestations in females is due to 
Lyonization and skewed X-inactivation [7]. The incidence of Fabry disease is probably 
underestimated owing to the existence of multiple variants of the disease and the difficulty 
in confirming a diagnosis. It ranges from 1:117 000 to 1:1300 [8–10]. It is important to note 
that the high incidence of Fabry disease has been evaluated by newborn screening programs, 
where mutations of uncertain pathogenicity were detected.  
Regarding treatment, enzyme replacement therapy (ERT) has been shown to be beneficial 
for Fabry patients [3,11], though not in all cases [12]. Development of antibodies against the 
infused enzyme has been observed in some patients [13–15]. Other treatments such as 
chaperone therapy [16,17] and substrate reduction therapy [18] are also under investigation. 
Development of gene therapies have also been under investigation for Fabry disease [19,20] 
and among others, metachromatic leukodystrophy [21,22]. In Canada, a clinical trial of gene 
therapy (FACTs project) for Fabry patients is in progress using recombinant lentiviruses 
targeting hematopoietic stem cells for the sustained systemic correction of the enzyme 
deficiency [23]. Animal models have been extensively used for the study of human genetic 
diseases, including for Fabry disease. In fact, mouse models have been developed for 
biochemical, behavioral and neurophysiological Fabry disease studies [24–29]. A mouse 
model has been developed for the FACTs project (JA Medin) using a nonobese diabetic 
(NOD)/severe combined immune deficiency (SCID)/Fabry mouse (NSF) [23]. This mouse 
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model shows marked deficiency of α-gal A enzyme activity, but no clinical manifestations 
of the disease. An efficient method was necessary to evaluate Fabry disease biomarkers in 
the NSF mouse tissues from different organs and plasma samples originating from the gene 
therapy project.  
Accumulation of glycosphingolipids, such as globotriaosylceramide (Gb3) isoforms/analogs 
[30–35], globotriaosylsphingosine (lyso-Gb3) and analogs [36–41], and galabiosylceramide 
(Ga2) isoforms/analogs [42], have been described in human plasma and urine. Metabolomic 
studies using biological fluids from Fabry disease patients have led to the discovery of 
various isoforms and analogs of Gb3 [32,33]. Modifications on the Gb3 fatty acid chain are 
called ‘isoforms,’ while modifications on the sphingosine chain are referred to as ‘analogs’ 
[34]. 
 
Figure 1. Chemical structure of globotriaosylceramide biomarkers with the example of 
Gb3[(d18:1)(C22:0)] from Group 1.  
Groups 2–5 show the possible modifications on the sphingosine and/or fatty acid chain. 
Gb3:Globotriaosylceramide. 
 
Figure 1 shows five groups of Gb3 isoforms/analogs that are characterized as follows: Group 
1: Gb3 isoforms with saturated fatty acids; Group 2: Gb3 isoforms/analogs with one extra-
double bond (on the sphingosine or fatty acid); Group 3: Gb3 isoforms/analogs with two 
extra-double bonds (on the sphingosine and fatty acid or both on the fatty acid); Group 4: 
Gb3 isoforms hydroxylated fatty acid and Group 5: methylated Gb3 isoforms [32]. For Groups 
2 and 3, previous MS/MS experiments demonstrated the existence of structural isomers with 
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the extra-double bond on the sphingosine (analogs) or on the fatty acid (isoforms) moieties 
[32,33]. However, the exact positions of the extra-double bond(s) on the sphingosine or the 
fatty acid moieties are not known and might be variable. For Group 4, the position of the 
hydroxyl chemical function is not known and might be variable. Finally, the position of the 
methylation on Gb3 isoforms of Group 5 was confirmed by MS/MS to be located on the 
nitrogen atom of the amide linkage [32]. These studies revealed a large number of 
glycosphingolipids, but there is yet a specific biomarker that is validated for the monitoring 
of therapy and the optimal time to initiate treatment.  
Previous results for the analysis of some organs from NSF mice showed variations in the 
concentration of Gb3 isoforms and analogs for each organ compared with controls [43]. A 
recent study with a different Fabry mouse model (C57BL/6 GLA knockout) also showed 
variations in organ concentration of Gb3 isoforms/analogs; however, this study was limited 
to heart, kidney, liver and plasma biomarkers [44]. The main objectives of this study were: 
first, to develop and validate an efficient and robust ultra-performance LC–MS/MS (UPLC–
MS/MS) methodology for the analysis of Gb3 isoforms/analogs in a wide range of mouse 
tissues, including brain, heart, liver, kidneys, small intestine, spleen, lungs, as well as urine 
and plasma and second, to evaluate the relative distribution of Gb3 isoforms/analogs in each 
organ and biological fluids of NSF mice and controls.  
 
2. Materials & methods  
2.1 Chemicals & reagents 
 
N-Octadecanoyl-D3-ceramide trihexoside (Gb3[(d18:1)(C18:0)D3]) (98+%), 
heptadecanoylceramide trihexoside (Gb3(d18:1)(C17:0)) (98+%) and ceramide trihexoside 
(Gb3 isoform/analog mixture) were purchased from Matreya (PA, USA). HPLC grade tert-
butyl methyl ether (MTBE) was from Sigma- Aldrich (MO, USA). HPLC grade methanol 
(MeOH) was from EMD Chemicals Inc. (Darmstadt, Germany). Optima LC–MS grade 
water, ammonium formate (Amm. Form.) (99%), ACS Reagent grades for both glacial acetic 
acid and potassium hydroxide (KOH) pellets were from Fisher Scientific (NJ, USA). Formic 
acid (FA) (+99%) was from Acros Organics (NJ, USA).  
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2.2 Nomenclature  
 
As mentioned previously, Gb3 is a neutral glycosphingolipid composed of an oligosaccharide 
(galactose α1–4 galactose β1–4 glucose) linked to a ceramide, which is composed of a 
sphingosine and a fatty acid chain coupled by amide linkage (Figure 1). A nomenclature 
system for Gb3 isoforms and analogs already exists [32]:  
 
Gb3[(du:v)W(Cx:y)z]M 
where, 
d = referring to the sphingosine group 
u = number of carbons in the sphingosine moiety 
v = number of double bond(s) in the sphingosine moiety 
W = modification on the sphingosine chain 
C = referring to the fatty acid group 
x = number of carbon atoms in the fatty acid moiety 
y = number of carbon–carbon double bond(s) in the fatty acid moiety 
z = modification of the fatty acid 
M = modification on the nitrogen of the amide linkage 
 
2.3 Instrumentation & parameters  
2.3.1 Liquid Chromatography 
 
An Acquity I-class UPLC system (Waters Corp., MA, USA) was used for Gb3 
isoform/analog analysis for all mice tissues in various organs. The HSS T3 C18 column 
(Waters) offered the best separation for all 22 biomarkers under the study. The 
chromatography parameters for the multiplex relative quantification analysis of Gb3 
isoforms/analogs are shown in Tables 1 & 2.  
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Table 1. Ultra-performance LC parameters for the relative quantitation of 
globotriaosylceramide isoforms/analogs in mice tissues. 
 
 
 
Table 2. Ultra-performance LC gradient for the relative quantitation of 
globotriaosylceramide isoforms/analogs in mice tissues. 
 
 
 
2.3.2 Mass Spectrometry Parameters 
The detection of all Gb3 isoforms/analogs and the Gb3[(d18:1)(C18:0)D3] internal standard 
(IS) was performed simultaneously on a Xevo TQ-S (Waters) triple quadrupole MS/MS. 
ESI was performed in positive mode. Data were acquired by multiple reaction monitoring. 
The method run time was 11.25 min and the total analysis between each injection was 
12.25 min. Table 3 & Supplementary Table S-1 show the mass spectrometry parameters. 
 
 
Parameters Description
Column Acquity UPLC HSS T3
Dimensions 2.1 mm X 50 mm (1.8 µm)
Column Temperature 30°C
Injection mode Partial loop with needle overfill
Injection volume 7.5 µL
Autosampler temperature 10°C
Mobile phase A MeOH + 5 mM Amm. Form. + 0.1% FA 
Mobile phase B H2O + 5% MeOH + 5 mM Amm. Form. + 0.1% FA 
Weak wash 50:50  phase A:phase B
Strong wash MeOH + 0.2% FA
Flow rate
0.5 mL/min 75% phase A to 85% phase A (linear)
0.5 mL/min 85% phase A
0.5 mL/min 85% phase A to 100% phase A (linear)
0.5 mL/min 100% phase A
0.5 mL/min 100% phase A to 75% phase A (linear)
7.00  11.00 min
11.00  11.25 min
Time Mobile phases %
0.00  0.25 min
0.25  1.25 min
1.25  7.00 min
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Table 3. ESI-MS/MS parameters for the relative quantitation of globotriaosylceramide 
isoforms/analogs in mice tissues. 
 
 
 
2.3.3 Tissue Homogenization  
 
The Bead Ruptor 12 Homogenizer was purchased from Omni International (GA, USA). This 
system allowed uniform homogenization of all types of organ tissues without overheating of 
samples, thus preventing degradation of metabolites. The homogenization process was done 
using 2 ml reinforced plastic tubes (Omni International) with five zirconium oxide beads (1.4 
mm diameter, Omni) added to each tube.  
 
2.4 Internal Standard Preparation  
 
The preparation of the (Gb3[(d18:1)(C18:0)D3]) IS was done by adding 1 ml of 
chloroform/MeOH solution (2:1) directly to 0.5 mg of the IS in a commercial vial. The 
solution was then quantitatively transferred into a 10-ml volumetric flask and the volume 
was completed with MeOH in order to obtain a concentration of 1 μg/20 μl. A fivefold 
dilution with MeOH was done to achieve a final working solution of 1 μg/100 μl. This 
solution is stable at 4°C for at least 2 months.  
 
2.5 Murine Tissue Samples  
 
NOD/SCID/Fabry (NSF) mice were produced in the laboratory of JA Medin by the crossing 
of a homozygous female Fabry (α-gal A −/− SCID +/+) with a male NOD/SCID (NS) (α-gal 
Parameters Description
Operating mode Multiple Reaction Monitoring
Ionization mode ESI +
Capillary voltage 3.2 kV
Source temperature 150°C
Desolvation gas temperature 400°C
Cone gas flow 150 L/h
Desolvation gas flow 550 L/h
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A +/0 SCID −/−) for 11 generations. Confirmation of purity of the NSF mice (α-gal A −/− 
SCID −/−) (n = 24) strain was achieved by genotyping, enzyme assays and flow analyses 
[23]. For this study, we analyzed tissues and biological fluids from 24-week-old male NSF 
mice (n = 9), male NS control mice (n = 2), female NSF mice (n = 9) and female NS control 
mice (n = 3). All experiments on animal were carried out within the regulatory requirements. 
The analysis of tissues from the brain, heart, liver, spleen, lungs, small intestine, kidney and 
biological fluids, such as plasma and urine, from NSF and control mice (NS) was performed. 
All samples were stored at -80°C prior to analysis.  
 
2.6 Sample Preparation and Extraction  
2.6.1 Tissue Sample Preparation  
 
Mouse tissue samples were cut into pieces using a razor blade on a microscope slide over dry 
ice to maintain the tissue frozen. Approximately 100 mg of tissue was deposited in a 2-ml 
tube (Omni International) with five ceramic beads. Four hundred microliters (400 μl) of 
MeOH were added and tissues homogenized for 45 s using the Bead Ruptor 12 at high 
intensity (5 m/s). The volume made up with 100% MeOH to obtain a final concentration of 
100 mg of tissue/ml. A second homogenization was performed for 45 s at low intensity (3 
m/s). Samples were afterward stored at -20°C until extraction.  
 
2.7 Tissue Sample and Biological Fluid Extraction  
 
The sample extraction was performed by adding 300 μl of MeOH to 100 μl of the homogenate 
to obtain a working concentration of 25 μg tissue/ml. One hundred microliters (100 μl) of 
urine and plasma samples were processed in an identical manner as the homogenate. One 
hundred (100 μl) of the homogenate (25 μg/ml), 100 μl of the Gb3[(d18:1)(C18:0)D3] IS (1 
μg/100 μl), 900 μl of MeOH, 2 ml of MTBE and 300 μl of KOH (1 M in MeOH) were 
deposited in a glass tube. After 15 s of vortex shaking, the samples were incubated at 37°C 
for 30 min. After neutralizing the pH with 20 μl of glacial acetic acid, 2.6 ml of H2O and 2 
ml of MTBE were added, tubes were vortexed and centrifuged at 4470 g for 5 min. We 
collected the organic upper phase and dried it under a stream of nitrogen. We reconstituted 
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the sample into 500 μl of phase A (MeOH/5 mM Amm. Form./0.1% FA) and 7.5 μl was 
injected onto the UPLC–MS/MS system.  
 
2.7 Matrix Effect Evaluation 
 
Since the quantity of tissues for some organs was limited, we assessed the intra-organ matrix 
effect specifically for the brain, heart, kidney, liver, lung, small intestine, spleen tissues and 
also for plasma by evaluating the MS results obtained after the injection of a sample from 
each tissue before and after a twofold dilution. The variation upon analysis of the samples of 
less than 15% for each tissue from each organ was considered to be acceptable. The inter-
organ matrix effect was investigated by evaluating the increase in the response for each 
biomarker between each organ by adding 50 μl of a commercial Gb3 isoform mixture at a 
concentration of 1.25 mg/50 ml to control matrices prior to analysis (Gb3 isoforms/analogs 
from the matrix were subtracted from these results). The increase in the response for inter-
organ matrix assays needed to be constant from one tissue to the other, so that the results 
would not be affected. This process was necessary because of the reduced quantity of tissue 
available per organ for the validation process. 
 
2.8 Method validation  
 
Intraday (five replicates in a day) and interday (five different days) precision assays (RSD%) 
were performed with low- (reduced biomarker concentration levels) and high (high 
biomarker concentration levels) quality controls (QCs) for biomarkers in NSF liver tissue. 
We used the same liver tissue from a single NSF male mouse for the preparation of all high-
quality controls (HQCs). For low-quality controls (LQCs), NSF heterozygote female mice 
were used. All interday assays were performed in triplicate and the intraday assay was 
performed in quintuplicate. The precision was evaluated by measuring the RSD as a 
percentage. During intraday and interday precision assays, we identified all Gb3 
isoforms/analogs using urine and plasma specimens from an untreated, high-excretor Fabry 
male patient as positive controls. Analyte recoveries from the liquid–liquid extraction process 
were evaluated by comparing areas of a commercial pool of Gb3 isoforms/analogs spiked (50 
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μl of a solution of 1.25 mg/50 ml) in each tissue before and after the extraction. The stability 
was performed in triplicate with HQCs and LQCs using NSF liver tissue samples left for 3, 
6 and 24 h at room temperature (22°C), stored for 3, 6, 24 and 48 h in a refrigerator (4°C), 
kept for 1, 4 and 7 weeks in a freezer (-20°C) and after three freeze–thaw cycles. The stability 
of the sample postpreparation was also evaluated for 24 h in the UPLC autosampler. 
Adhesion of the analytes to glass and plasticware was also evaluated by performing four 
consecutive transfers of a mixture of the commercial Gb3 standard (50 μl of a solution of 1.25 
mg/50 ml) in liver tissues with analysis of an aliquot between each transfer.  
 
2.9 Relative Quantification 
 
No calibration curves were used for these biomarker analyses because there were no 
commercially available standard for each biomarker analyzed. The LOD was thus defined as 
the response equivalent to three-times the signal-to-noise ratio, and ten-times for the LOQ 
using a low biomarker concentration sample. Therefore, any peaks showing a signal less than 
ten-times, the noise level was not considered for quantification.  
 
2.10 Statistical Analyses  
 
We performed the Mann-Whitney U test to show differences between NSF versus NS control 
mice and differences between NSF males and females. The Wilcoxon– Friedman Test was 
used to compare profiles from each organ to plasma profiles of NSF. A principal component 
analysis test was done to determine the importance of each biomarker in a specific organ. 
The mean of the response for all organs and biological fluids was also performed to establish 
profiles of biomarker distribution.  
 
3. Results & Discussion  
3.1 Liquid Chromatography 
  
The HSS T3 C18 column allowed a good separation of Gb3 isoforms and analogs based on 
hydrophobic interactions. Gb3 isoforms with longer fatty acid chains, such as 
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Gb3[(d18:1)(C24:0)], were the molecules with the longest retention times owing to their 
stronger hydrophobic interactions with the column stationary phase. Shorter retention times 
were observed for isoforms/ analogs with the same length of fatty acid chain, but with a 
higher unsaturation number. The same situation occurred for hydroxylated isoforms. The 
addition of a methyl group on the amide (Group 5) resulted in a longer retention time. A 
chromatogram of Gb3 isoforms/ analogs in kidney tissues from a NSF mouse is shown in 
Figure 2. 
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Figure 2. Overlay ion chromatograms of globotriaosylceramide isoforms/analogs in kidney 
tissues of an NSF mouse (cont. from previous page). IS: Gb3 [(d18:1)(C18:0) D3]. Each 
chromatogram was zoomed to reveal the biomarker of interest. Gb3 isoforms/analogs are 
shown in the table according to their retention time appearance on the chromatogram. 
CPS: Counts per second; Gb3: Globotriaosylceramide; IS: Internal standard. 
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Since no commercial standards were available for all Gb3 isoforms/analogs, we used the 
Matreya commercial standard for Gb3 and positive controls consisting of urine and plasma 
specimens from high-excretor male Fabry patients to establish the optimal gradient and 
retention time for each isoform/analog.  
 
3.2 Mass Spectrometry Parameters  
Supplementary Table S-1 shows all Gb3 isoform/analog MS acquisition parameters for the 
relative quantification of 22 Gb3 isoforms/analogs and IS, including transitions (m/z), 
retention times, cone voltages, collision energies and dwell times. Since no commercial 
standards exist for all Gb3 isoforms/analogs, we again used the standard Gb3 Matreya 
commercial mixture and positive Fabry controls as described previously in the 
chromatography section. A scan of all the product ions was performed at different collision 
energies to establish which one was produced with the highest intensity. We excluded 
uncharacteristic fragments such as the loss of a water molecule. Moreover, we excluded 
fragments corresponding to the sphingosine or to the fatty acid in order to analyze together 
the structural isomers with extra double bond(s) on the sphingosine and/or on the fatty acid 
moieties. The fragments monitored for different molecules analyzed corresponded to the 
dehydrated ceramide fragments. A high sensitivity for each peak was obtained by 
establishing a precise multiple reaction monitoring transition schedule. A window of ±1 min 
was found to be the optimal time for MS data acquisition.  
 
3.3 Matrix Effects  
Supplementary Table S-2 shows the intra-organ matrix effects for 22 Gb3 isoforms/analogs 
in brain, heart, kidney, liver, lung, small intestine, spleen tissues and plasma. Following are 
percentages (%) of the variation of the response (area of a compound/area of the 
Gb3[(d18:1)(C18:0)D3] IS) after a twofold dilution for each tissue. The intra-organ matrix 
variation was calculated by dividing the response of each biomarker before and after a 
twofold dilution, which was expressed in percentage. There is a small, but acceptable bias. 
Examples for each isoform/analog of the five groups of biomarkers revealed that 
Gb3[(d18:1)(C16:0)] varied from 5.8 to 12.9% for this specific isoform; for 
Gb3[(d18:1)(C18:0)], the range was from 3.0 to 10.6%; for Gb3[(d18:1)(C20:0)], the range 
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was from 6.6 to 12.7%; for Gb3[(d18:1)(C22:0)], the range was from 6.9 to 10.1%; for 
Gb3[(d18:1)(C24:0)], the range was from 5.9 to 10.9%; for Gb3[(d18:1)(C18:1)] + 
Gb3[(d18:2)(C18:0)], the range was from 4.1 to 11.4%; for Gb3[(d18:1)(C22:2)] + 
Gb3[(d18:2)(C22:1)], the range was from 6.4 to 9.3%; for Gb3[(d18:1)(C24:2)] + 
Gb3[(d18:2)(C24:1)], the range was from 7.7 to 10.8%; for Gb3[(d18:1)(C16:0)OH], the 
range was from 5.6 to 12.4%; and for Gb3[(d18:1)(C22:0)]Me, the range varied from 7.3 to 
11.1%. In summary, the overall intra-organ matrix effect was less than 13.5% for the twofold 
dilution.  
Supplementary Table S-3 shows the inter-organ matrix effects for 22 Gb3 isoforms/analogs. 
The response variation was evaluated by calculating the ratio of the mean of the responses (n 
= 3) from each tissue divided by the mean of the response for all tissues added together, then 
multiplied by one hundred. Examples for each isoform/ analog of the five groups of 
biomarkers show that for Gb3[(d18:1)(C16:0)], the response varied from -5.4 to 9.4%; for 
Gb3[(d18:1)(C18:0)], the range was from -11.1 to 10.4%; for Gb3[(d18:1)(C20:0)], the range 
was from -10.4 to 10.5%; for Gb3[(d18:1)(C22:0)], the range was from -10.7 to 10.8%; for 
Gb3[(d18:1) (C24:0)], the range was from -10.3 to 11.3%; for Gb3[(d18:1)(C18:1)] + 
Gb3[(d18:2)(C18:0)], the range was from -9.8 to 10.1%; for Gb3[(d18:1)(C22:2)] + 
Gb3[(d18:2)(C22:1)], the range was from -8.5 to 10.3%; for Gb3[(d18:1)(C24:2)] + 
Gb3[(d18:2)(C24:1)], the range was from -5.5 to 10.5%; for Gb3[(d18:1)(C16:0) OH], the 
range was -7.7 to 9.9%; and for Gb3[(d18:1) (C22:0)]Me, the range varied from -6.1 to 
12.5%. In summary, the overall inter-organ matrix effect was less than ±13.5% that provided 
the possibility to perform the validation process in only one tissue.  
 
3.4 Method Validation  
 
The precision for intraday (n = 5) and interday (n = 5) assays for low (a female heterozygote 
NSF mouse) and high (a male hemizygote NSF mouse) QCs in liver tissues is shown in 
Supplementary Table S-4. Our results indicate that the precision for intraday and interday 
assays with relative standard deviations (RSDs) is less than 13.7% for all biomarkers. 
Recovery assays revealed a range varying from 82 to 96% for all biomarkers under the study. 
The LODs and LOQs were expressed as relative response factors for signal-to-noise ratios 
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of 3 and 10, respectively. LODs ranged from 0.001 to 0.005, and LOQs from 0.003 to 0.015 
(area/area IS). The stability results for HQC and LQC samples left for 24 h at room 
temperature (22°C), stored for 48 h in a refrigerator (4°C) and kept for 7 weeks in a freezer 
(-20°C) showed bias of less than 15% for all biomarkers. Samples left in the UPLC 
autosampler were stable for 24 h (bias <15%). The stability of biomarkers in liver tissues 
after three freeze–thaw cycles was less than 15%. No evidence of adsorption of the analytes 
to glass and plasticware was detected.  
 
3.5 Analysis of NSF & Control Mice Tissues in Different Organs  
The Mann-Whitney U test performed to evaluate differences between biomarker profiles of 
NSF and NS control mice revealed, as expected, significant differences (p < 0.05) between 
the two cohorts. Figure 3 shows combined biomarker profiles for Gb3 isoforms/analogs for 
tissues of different male (n = 9) and female (n = 9) NSF mice organs: brain, liver, heart, lung, 
kidney, small intestine and spleen, and plasma. The highest levels of Gb3 isoforms/analogs 
in tissues were found in the spleen, small intestine and kidneys, followed by reduced levels 
in the lungs, heart, liver and brain. Supplementary Tables S-5 & S-6 show all the data 
obtained for each Gb3 isoform/analog for each organ. Data from urine samples (n = 6 NSF 
males, 1 control) are shown in Supplementary Tables S-5 & S-6. But, due to the small number 
of samples available, it was not possible to perform comparison analysis. These profiles 
provide an overview of the distribution of all the biomarkers under study. Taking into account 
all groups, our results show that biomarkers of Group 1 corresponding to Gb3 isoforms with 
C16:0 to C24:0 fatty acids and the isomer mixture (Gb3[(d18:1)(C24:1)]+ 
Gb3[(d18:2)(C24:0)]) from Group 2 were the most abundant. Overall, isoforms and analogs 
with longer fatty acid chain were the most abundant within each group.  
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Figure 3. Biomarker profile for globotriaosylceramide isoforms/analogs for different 
male (n = 9) and female (n = 9) nonobese diabetic/severe combined immune 
deficiency/Fabry mice organ tissues: brain, liver, heart, lung, kidney, small intestine 
and spleen; and plasma samples (females: n = 9, males: n = 9). Results are expressed as 
the area of each compound/area of the Gb3[(d18:1)(C18:0) D3] IS, which is the response 
factor. The number before each biomarker refers to: Group 1: Gb3 isoforms with saturated 
fatty acids; Group 2: Gb3 isoforms/analogs with one extra-double bond (on the sphingosine 
or fatty acid); Group 3: Gb3 isoforms/analogs with two extra-double bonds (on the 
sphingosine and fatty acid or both on the fatty acid); Group 4: Gb3 isoforms hydroxylated 
fatty acid; and Group 5: methylated Gb3 isoforms. *For Gb3 isoforms/analogs with one or 
two extra-double bonds, the isoforms with the extra-double bond(s) on the fatty acids were 
analyzed together with their structural isomers with one extra-double bond on the 
sphingosine moiety (analogs). Error bars correspond to the mean plus one standard deviation. 
Gb3: Globotriaosylceramide; IS: Internal standard; nd: Not detected. 
 
 
Figure 4 shows the relative abundance (or response factor = area of each compound/area of 
the Gb3[(d18:1) (C18:0)D3] IS) of Gb3 isoforms/analogs for brain, heart and spleen tissues 
from 18 NSF mice (males: n = 9, and females: n = 9). The overall distribution pattern for 
each Gb3 isoforms/analogs is quite similar for the brain, heart and spleen, but major 
differences in the relative abundance levels were detected for each of these tissues. For 
example, some Gb3 isoforms or analogs were a 1000-times more abundant in the spleen 
compared with brain tissues. It is also important to highlight the presence of methylated Gb3 
isoforms in all the different tissues analyzed suggesting that this biochemical modification is 
generated directly in the tissues and is not only a metabolization process of Gb3 in the liver 
prior to its urinary excretion. It supports our hypothesis that methylated Gb3 might be an 
intermediate compound conducting to the formation of lyso-Gb3 [32]. A comparison between 
the relative levels of Gb3 isoforms/ analogs in plasma from male (n = 9) and female (n = 9) 
NOD/SCID/Fabry mice, and NS control mice (n = 5) is shown in  
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Figure 4. Biomarker profile comparison for Gb3 isoforms/analogues for brain, heart, 
and spleen of NSF male (n=9) and female Fabry mice tissues (n=9). Results are 
expressed as the area of each compound/area of the Gb3[(d18:1)(C18:0)D3] internal 
standard (which is the response factor). The number before each biomarker refers to: 
Group 1: Gb3 isoforms with saturated fatty acids; Group 2: Gb3 isoforms/analogues with one 
extra-double bond (on the sphingosine or fatty acid); Group 3: Gb3 isoforms/analogues with 
two extra-double bonds (on the sphingosine and fatty acid or both on the fatty acid); Group 
4: Gb3 isoforms hydroxylated fatty acid; and Group 5: methylated Gb3 isoforms. *For Gb3 
isoforms/analogues with one or two extra double bonds, the isoforms with the extra double 
bond(s) on the fatty acids were analyzed together with their structural isomers with one extra-
double bond on the sphingosine moiety (analogues). nd: not detected. Error bars correspond 
to the mean plus one standard deviation. 
 
 
Figure 5. The Mann-Whitney U test of the results showed significant differences between 
NSF mice and NS (controls). However, some Gb3 isoforms/analogs, such as 
Gb3[(d18:1)(C16:0)], Gb3[(d18:1)(C18:0)] and Gb3[(d18:1)(C24:1)] + Gb3[(d18:2)(C24:0)], 
were detected in control mice. This figure also shows increased relative levels of biomarkers 
from Group 1 for both male and female Fabry mice. Analyses of plasma showed that 
Gb3[(d18:1)(C14:0)], Gb3[(d18:1)(C18:0)OH] and Gb3[(d18:1)(C22:1)]Me + 
Gb3[(d18:2)(C22:0)]Me were not detected.  
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We performed the Wilcoxon–Friedman test in order to compare the relative levels of each 
Gb3 isoform/ analog from each organ to the relative plasma level for each Gb3 isoform/analog 
from NSF mice (see Table 4).  
Table 4. Response for each Gb3 isoform/analogue biomarker from different organ 
tissues of NSF compared to the NSF plasma of the same mice (n=18). All shaded squares 
correspond to significant p values (< 0.05) and white squares correspond to non-
significant p values (> 0.05). 
 
 
 Gb3 isoforms/analogs Brain Heart Kidney Liver Lung Small intestine Spleen
Gb3[(d18:1)(C14:0)]
Gb3[(d18:1)(C16:0)]
Gb3[(d18:1)(C18:0)]
Gb3[(d18:1)(C20:0)]
Gb3[(d18:1)(C22:0)]
Gb3[(d18:1)(C24:0)]
Gb3[(d18:1)(C16:1)]
+Gb3[(d18:2)(C16:0)]
Gb3[(d18:1)(C18:1)]
+Gb3[(d18:2)(C18:0)]
Gb3[(d18:1)(C20:1)]
+Gb3[(d18:2)(C20:0)]
Gb3[(d18:1)(C22:1)]
+Gb3[(d18:2)(C22:0)]
Gb3[(d18:1)(C24:1)]
+Gb3[(d18:2)(C24:0)]
Gb3[(d18:1)(C22:2)]
+Gb3[(d18:2)(C22:1)]
Gb3[(d18:1)(C24:2)]
+Gb3[(d18:2)(C24:1)]
Gb3[(d18:1)(C16:0)OH]
Gb3[(d18:1)(C18:0)OH]
Gb3[(d18:1)(C16:0)]Me
Gb3[(d18:1)(C18:0)]Me
Gb3[(d18:1)(C20:0)]Me
Gb3[(d18:1)(C22:0)]Me
Gb3[(d18:1)(C24:0)]Me
Gb3[(d18:1)(C22:1)]Me
+Gb3[(d18:2)(C22:0)]Me
Gb3[(d18:1)(C24:1)]Me
+Gb3[(d18:2)(C24:0)]Me
Not detected
Not detected
64 
 
 
Plasma Gb3 isoform/analog levels were thus considered as the reference value. We also found 
that biomarkers from Group 3 Gb3[(d18:1)(C22:2)] + Gb3[(d18:2) (C22:1)] were not 
statistically significantly increased in the heart, kidneys and liver, as well as Gb3[(d18:1) 
(18:0)]Me in the heart and liver. In the brain, half of the biomarker relative quantification 
levels were not significant. The rest of the isoforms/analogs from each tissue showed a 
significant difference when compared with plasma. Our data show that, in general, each 
organ has a unique profile, which is different from the profile in plasma. This might provide 
an insight into the reason why some organs are more affected than others by the accumulation 
of Gb3 isoforms/analogs. The results of the principal component analysis test performed on 
each organ revealed that for all organs, there was no specific biomarker which showed 
statistical differences compared with another. Thus, we did not observe a tendency in the 
variation of a biomarker, which might lead to a physiological explanation (Supplementary 
Figure S-1).  
 
4. Conclusion  
This study reports an efficient and robust UPLC–MS/ MS methodology for the analysis of 
22 Gb3 isoforms/ analogs in various mouse tissues, such as the brain, heart, liver, kidneys, 
small intestine, spleen, lungs, as well as urine and plasma. The validation of this method 
showed a precision for intraday and interday assays with RSDs less than 13.7% and 
recoveries varying from 82 to 96%. All validation criteria have been met, and the assay is 
robust. This MS/MS multiplex method allowed the relative quantification of various Gb3 
isoform/analog biomarkers in 11.25 min for tissue extracts and biological fluids of NSF mice 
and NS controls under the study. We found that Gb3-related isoforms with saturated fatty 
acids from Group 1 were highly increased in all NSF tissues. Moreover, isoforms and analogs 
with longer fatty acid chains were found to be the most abundant in all groups. The study 
results reveal higher relative levels of Gb3 isoforms/analogs in the spleen, small intestine and 
kidneys, followed by the lungs, heart and liver. Among the tissues analyzed, the brain showed 
the lowest level for Gb3 isoforms/analogs. The distribution profile for each Gb3 
isoform/analog is quite similar for the brain, heart and spleen, but major relative 
quantification differences were observed between each of these tissues. In fact, some Gb3 
isoforms or analogs showed a 1000-fold increase in the spleen tissues compared with brain 
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tissues. Methylated Gb3 isoforms were detected in every NSF tissue samples analyzed 
suggesting that these molecules are produced directly in the tissues and are not only 
metabolites generated at the liver level. By comparing biomarker profile of each organ, we 
established significant differences for the majority of Gb3 isoforms/analogs. If the same 
applies to humans, Fabry patients presenting higher biomarker Gb3 concentration levels in 
tissues of some organs (and eventually in biological fluids) might have persistent clinical 
manifestations due to insufficient lowering of these high levels even with ERT. In summary, 
the marked deficiency of lysosomal α-galactosidase A in the NOD/SCID/Fabry mouse is 
associated with statistically significant differences between biomarker profiles from NSF 
compared with NS control mice despite the observation that the enzyme defect does not 
appear to affect the health or longevity of the mutant animals. It is tempting to speculate that 
the tissue damage occurring as a result of the enzyme defect in humans is caused by the 
accumulation of Gb3 isoforms/analogs that are quantitatively less important and therefore 
less toxic in the NSF mouse. A comparison of the biomarker profiles of tissues from patients 
affected with Fabry disease with the biomarker profiles of tissues from NSF mice might be 
particularly illuminating. Similarly, a comparison of the biomarker profiles of patients with 
clinically severe Fabry disease compared with the profiles of patients with the same GLA 
mutation, but significantly less severe clinical disease, may reveal an important difference in 
the relative tissue toxicity of different Gb3 isoforms/analogs. Therefore, the MS method 
developed herein achieved its goal by providing a powerful tool for the analysis of tissue 
samples from mice organs, which might be applicable to plasma of patients recruited for a 
Fabry disease gene therapy clinical trial. It might also lead to better biomarkers for 
monitoring patients affected with Fabry disease.  
 
Future perspective  
A technological transfer of this method will be done to analyze biological fluids of Fabry 
patients receiving gene therapy. This method also provides the possibility to analyze kidney 
biopsies from Fabry patients. Correlation studies between the genotype from Fabry patients 
and their biomarker profiles will be performed for a better understanding of the disease. 
Furthermore, the main goal for this study was to apply this methodology to gene therapy with 
a specific Fabry mouse model. However, this biomarker methodology could be applied to 
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evaluate other treatment options for Fabry patients, such as substrate reduction therapy or 
chaperone therapy. Indeed, research trials involving the evaluation of the efficacy of various 
treatments will necessitate robust biomarker analysis. One interesting perspective would be 
to evaluate the diurnal variation of each Gb3 isoform/analog in urine over three ERT cycles, 
which might explain some variations encountered in Fabry patients specimens collected at 
different times of day. Moreover, we decided to focus first on Gb3 isoforms/analogs, since 
lyso-Gb3 is about 1000- times less abundant in Fabry patients. Nevertheless, lyso-Gb3 and its 
analogs are part of future work.  
 
Supplementary data  
 
To view the supplementary data that accompany this paper please visit the journal website 
at:www.future-science.com/ doi/full/10.4155/bio-2016-0116  
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Executive summary 
Background 
The distribution of glycosphingolipids in different organs and biological fluids from Fabry 
mice remains an important step toward better understanding the pathophysiology of this 
complex disease and the treatment of affected patients. 
Experimental 
Homogenization of tissues of the brain, heart, liver, kidneys, small intestine, spleen, lungs 
resulted in efficient extraction of biomarkers and the subsequent MS analysis of 
globotriaosylceramide (Gb3) isoforms/analogs in Fabry mice and controls. 
Results & discussion 
Twenty-two Gb3 isoforms/analogs analyzed in a short 11.25 min MS validated assay showed 
major differences in organ tissue distributions in Fabry mice compared with normal controls, 
the highest relative levels being found in the spleen, followed by the small intestine, kidneys, 
lungs, heart, liver and brain. Marked differences in the relative quantitative levels were also 
observed between various isoforms in different organs. 
Conclusion 
The proposed method allows efficient glycosphingolipid analysis of murine tissues and 
biological fluids and provides useful information about organ tissue distributions for these 
biomarkers. This powerful MS tool will be applicable to plasma samples from Fabry patients 
in order to monitor the efficacy of Fabry patients treated in a clinical gene therapy trial. 
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Supplementary Information 
 
Supplementary Information Table S-1. All Gb3 isoform/analogue mass spectrometry 
acquisition parameters shown in the order of the precursor ion. 
 
  
Precursor Product
Gb3[(d18:1)(C14:0)] 996.65 492.48 0.08 30 30 4.46
Gb3[(d18:1)(C16:1)]
+ Gb3[(d18:2)(C16:0)]
1022.66 518.49 0.08 30 30 5.14
Gb3[(d18:1)(C16:0)] 1024.68 520.51 0.08 30 30 5.34
Gb3[(d18:1)(C16:0)]Me 1038.69 534.52 0.08 30 30 5.70
Gb3[(d18:1)(C16:0)OH] 1040.67 536.50 0.08 30 30 5.10
Gb3[(d18:1)(C18:1)]
+ Gb3[(d18:2)(C18:0)]
1050.69 546.53 0.08 30 30 5.88
Gb3[(d18:1)(C18:0)] 1052.71 548.54 0.08 30 30 6.02
Gb3[(d18:1)(C18:0)]Me 1066.73 562.56 0.08 30 30 6.35
Gb3[(d18:1)(C18:0)OH] 1068.70 564.54 0.08 30 30 5.55
Gb3[(d18:1)(C20:1)]
+ Gb3[(d18:2)(C20:0)]
1078.73 574.56 0.08 30 30 6.22
Gb3[(d18:1)(C20:0)] 1080.74 576.57 0.08 30 30 6.65
Gb3[(d18:1)(C20:0)]Me 1094.76 590.59 0.08 30 30 6.94
Gb3[(d18:1)(C22:2)]
+ Gb3[(d18:2)(C22:1)]
1104.74 600.57 0.08 30 30 6.32
Gb3[(d18:1)(C22:1)]
+ Gb3[(d18:2)(C22:0)] 1106.76 602.59 0.08 30 30 6.82
Gb3[(d18:1)(C22:0)] 1108.77 604.60 0.08 30 30 7.21
Gb3[(d18:1)(C22:1)]Me
+ Gb3[(d18:2)(C22:0)]Me
1120.57 616.60 0.08 30 30 7.33
Gb3[(d18:1)(C22:0)]Me 1122.79 618.62 0.08 30 30 7.48
Gb3[(d18:1)(C24:2)]
+ Gb3[(d18:2)(C24:1)]
1132.77 628.60 0.08 30 30 6.88
Gb3[(d18:1)(C24:1)]
+ Gb3[(d18:2)(C24:0)] 1134.79 630.62 0.08 30 30 7.25
Gb3[(d18:1)(C24:0)] 1136.60 632.63 0.08 30 22 7.74
Gb3[(d18:1)(C24:1)]Me
+ Gb3[(d18:2)(C24:0)]Me
1148.60 644.63 0.08 30 22 7.63
Gb3[(d18:1)(C24:0)]Me 1150.62 646.66 0.08 30 22 8.01
Gb3[(d18:1)(C18:0)D3]
Internal Standard
1055.73 551.56 0.08 30 30 6.02
Biomarker 
Mass spectrometry acquisiton parameters 
Ions (m/z ) Dwell 
time (s)
Cone 
voltage (V)
Collision 
energy (V)
Retention 
time (min) 
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Supplementary Information – Table S-2. Intra-matrix effect showing percentages of the 
response variation after a 2-fold dilution for each organ.  
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Supplementary Information – Table S-3. Inter-matrix effect, percentage of the response 
variation for each organ when compared to the mean of the response for all organs after a 
commercial Gb3 isoform mixture was spiked at a concentration of 1.25 mg/50 mL to control 
matrices (Gb3 isoforms/analogs from the matrix were subtracted from these results). 
 
 
  
Biomarker Brain Liver Lung Kidney Heart Spleen Small Intestine Plasma
Gb3[(d18:1)(C14:0)] -10.1 9.8 8.4 -6.2 12.6 9.2 -8.0 6.6
Gb3[(d18:1)(C16:0)] -5.0 5.3 7.4 8.1 7.3 -5.4 9.4 7.5
Gb3[(d18:1)(C18:0)] -1.0 9.1 10.4 -6.1 9.1 -11.1 7.2 -7.5
Gb3[(d18:1)(C20:0)] -10.4 7.4 9.9 5.9 5.3 9.6 10.5 9.9
Gb3[(d18:1)(C22:0)] 5.0 8.9 -10.7 -8.8 7.5 8.7 9.3 10.8
Gb3[(d18:1)(C24:0)] 3.6 -10.3 9.5 11.3 8.3 10.3 7.9 -9.8
Gb3[(d18:1)(C16:1)]
+Gb3[(d18:2)(C16:0)]
5.9 -6.3 7.0 9.5 8.6 10.5 8.9 12.5
Gb3[(d18:1)(C18:1)]
+Gb3[(d18:2)(C18:0)]
2.1 5.3 6.3 -9.8 5.9 10.1 9.8 7.3
Gb3[(d18:1)(C20:1)]
+Gb3[(d18:2)(C20:0)]
7.9 8.3 9.3 -5.5 10.5 9.3 -3.2 8.5
Gb3[(d18:1)(C22:1)]
+Gb3[(d18:2)(C22:0)]
9.5 10.3 -8.5 -4.4 7.9 9.7 10.2 9.4
Gb3[(d18:1)(C24:1)]
+Gb3[(d18:2)(C24:0)]
9.3 8.5 -10.2 7.3 5.5 8.6 10.7 -7.0
Gb3[(d18:1)(C22:2)]
+Gb3[(d18:2)(C22:1)]
7.4 -3.3 10.3 5.3 6.2 -8.5 8.6 8.4
Gb3[(d18:1)(C24:2)]
+Gb3[(d18:2)(C24:1)]
6.4 -4.1 9.8 6.8 -5.5 7.2 9.7 10.5
Gb3[(d18:1)(C16:0)OH] 8.3 7.6 8.7 -7.5 8.0 5.5 -7.7 9.9
Gb3[(d18:1)(C18:0)OH] -5.5 9.0 8.5 8.3 10.9 6.9 10.2 9.2
Gb3[(d18:1)(C16:0)]Me 8.2 6.4 11.0 7.9 8.5 9.9 6.7 -8.2
Gb3[(d18:1)(C18:0)]Me -7.3 8.4 9.0 10.5 7.9 7.7 11.1 9.6
Gb3[(d18:1)(C20:0)]Me 9.5 7.8 9.5 6.8 10.3 10.6 9.3 7.4
Gb3[(d18:1)(C22:0)]Me -3.3 12.5 5.5 5.2 9.5 -4.0 7.3 -6.1
Gb3[(d18:1)(C24:0)]Me 12.4 9.7 8.4 5.6 11.0 8.5 8.9 10.8
Gb3[(d18:1)(C22:1)]Me
+Gb3[(d18:2)(C22:0)]Me
9.3 8.6 12.9 8.8 6.9 8.2 13.5 10.4
Gb3[(d18:1)(C24:1)]Me
+Gb3[(d18:2)(C24:0)]Me
9.8 6.5 8.9 9.2 8.5 8.6 7.5 8.9
%  of the response variation for each organ when compared to
the mean of the response for all organs (tissues n=3 for each)
78 
 
 
Supplementary Information – Table S-4. Validation results for all biomarkers in liver 
tissues of a male homozygote (High QC) and female heterozygote (Low QC) NSF mice, and 
limit of detection (LOD) and quantification (LOQ). nd: not detected 
 
  
Biomarker Low QC High QC Low QC High QC Detection Quantification
Gb3[(d18:1)(C14:0)] nd 8.4 nd 8.6 nd 0.060 0.003 0.010
Gb3[(d18:1)(C16:0)] 8.1 5.6 6.8 7.3 0.772 166.191 0.005 0.016
Gb3[(d18:1)(C18:0)] 10.3 2.5 8.2 10.5 4.344 654.369 0.003 0.009
Gb3[(d18:1)(C20:0)] 8.5 3.5 6.4 7.7 1.308 114.620 0.002 0.005
Gb3[(d18:1)(C22:0)] 9.0 10.1 8.5 6.9 1.725 512.455 0.005 0.015
Gb3[(d18:1)(C24:0)] 8.8 3.2 12.9 7.9 4.757 1160.938 0.004 0.012
Gb3[(d18:1)(C16:1)]
+Gb3[(d18:2)(C16:0)]
nd 5.5 nd 8.3 nd 3.115 0.003 0.009
Gb3[(d18:1)(C18:1)]
+Gb3[(d18:2)(C18:0)]
6.9 5.5 11.0 9.4 0.005 0.274 0.001 0.003
Gb3[(d18:1)(C20:1)]
+Gb3[(d18:2)(C20:0)]
10.5 8.4 9.1 7.6 0.049 1.583 0.002 0.006
Gb3[(d18:1)(C22:1)]
+Gb3[(d18:2)(C22:0)]
8.5 9.1 6.5 9.0 0.138 4.523 0.001 0.003
Gb3[(d18:1)(C24:1)]
+Gb3[(d18:2)(C24:0)]
9.5 8.3 7.0 10.4 2.152 982.452 0.003 0.009
Gb3[(d18:1)(C22:2)]
+Gb3[(d18:2)(C22:1)]
11.9 8.2 9.9 7.9 0.039 2.205 0.001 0.005
Gb3[(d18:1)(C24:2)]
+Gb3[(d18:2)(C24:1)]
9.4 5.4 10.2 9.7 0.728 99.816 0.002 0.005
Gb3[(d18:1)(C16:0)OH] 7.8 6.7 8.5 9.4 0.018 10.035 0.001 0.003
Gb3[(d18:1)(C18:0)OH] nd 7.5 nd 8.1 nd 0.004 0.002 0.007
Gb3[(d18:1)(C16:0)]Me 9.3 6.1 7.9 5.5 0.024 1.563 0.003 0.009
Gb3[(d18:1)(C18:0)]Me 8.4 7.5 8.3 7.7 0.183 6.479 0.002 0.005
Gb3[(d18:1)(C20:0)]Me 5.9 9.1 9.4 9.8 0.130 11.958 0.001 0.003
Gb3[(d18:1)(C22:0)]Me 8.3 8.9 10.6 7.3 0.485 75.262 0.002 0.005
Gb3[(d18:1)(C24:0)]Me 8.4 9.5 10.2 9.9 0.243 18.819 0.002 0.005
Gb3[(d18:1)(C22:1)]Me
+Gb3[(d18:2)(C22:0)]Me
13.7 5.3 10.4 11.5 0.003 0.055 0.001 0.003
Gb3[(d18:1)(C24:1)]Me
+Gb3[(d18:2)(C24:0)]Me
12.2 9.5 10.1 7.8 0.007 0.079 0.001 0.004
% RSD of variation
Intraday (n=5) Interday (n=5)
Response 
Low QC High QC
Limit of
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Supplementary Information – Table S-5. Mean of the response values for all biomarkers 
analyzed for each organ (n=18), plasma (n=18) in male and female NSF mice, and urine 
(n=6) in male NSF mice. nd: not detected 
 
 
  
Brain Heart Lung Kidney Spleen Liver Small Intestine Urine Plasma
Biomarkers
Gb3[(d18:1)(C14:0)] nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Gb3[(d18:1)(C16:0)] 11.7 44.7 93.4 110.3 282.9 97.1 134.1 45.2 13.8
Gb3[(d18:1)(C18:0)] 34.4 270.4 625.8 226.2 4783.3 512.8 3971.2 10.8 57.4
Gb3[(d18:1)(C20:0)] 8.5 44.1 240.0 224.0 1558.8 45.2 973.2 11.6 19.3
Gb3[(d18:1)(C22:0)] 10.5 406.7 748.8 886.9 6995.2 280.0 1740.9 86.2 25.8
Gb3[(d18:1)(C24:0)] 9.1 645.3 1027.8 2042.1 14287.1 456.3 1912.7 408.6 54.0
Gb3[(d18:1)(C16:1)]
+Gb3[(d18:2)(C16:0)]
0.1 0.8 2.6 3.2 1.3 1.4 0.7 9.9 0.2
Gb3[(d18:1)(C18:1)]
+Gb3[(d18:2)(C18:0)]
0.4 0.7 7.9 3.1 3.0 0.5 1.3 0.3 0.2
Gb3[(d18:1)(C20:1)]
+Gb3[(d18:2)(C20:0)]
0.9 2.3 5.0 4.8 19.9 1.2 13.7 0.4 0.5
Gb3[(d18:1)(C22:1)]
+Gb3[(d18:2)(C22:0)]
0.8 6.1 8.7 30.6 79.1 2.6 11.4 8.0 0.6
Gb3[(d18:1)(C24:1)]
+Gb3[(d18:2)(C24:0)]
16.6 857.2 1302.1 744.4 11540.2 602.4 1852.7 272.6 81.5
Gb3[(d18:1)(C22:2)]
+Gb3[(d18:2)(C22:1)]
0.3 1.2 8.0 2.1 9.4 1.6 6.3 1.1 1.4
Gb3[(d18:1)(C24:2)]
+Gb3[(d18:2)(C24:1)]
4.0 43.2 102.7 106.0 1672.1 57.8 111.2 42.5 9.2
Gb3[(d18:1)(C16:0)OH] 0.2 2.0 5.7 9.9 3.1 4.1 2.4 36.2 0.7
Gb3[(d18:1)(C18:0)OH] nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Gb3[(d18:1)(C16:0)]Me 0.1 1.1 0.8 0.9 3.5 1.1 3.1 0.2 0.3
Gb3[(d18:1)(C18:0)]Me 0.3 3.6 13.8 4.0 67.6 2.4 36.2 0.7 2.0
Gb3[(d18:1)(C20:0)]Me 0.3 6.8 13.0 8.9 143.0 5.3 20.2 1.5 0.6
Gb3[(d18:1)(C22:0)]Me 0.8 129.8 134.5 96.4 4453.4 46.2 332.8 12.5 8.0
Gb3[(d18:1)(C24:0)]Me 0.1 8.7 7.4 9.3 212.6 4.4 12.7 2.7 1.0
Gb3[(d18:1)(C22:1)]Me
+Gb3[(d18:2)(C22:0)]Me
nd 0.1 0.1 2.3 0.7 nd nd 3.3 nd
Gb3[(d18:1)(C24:1)]Me
+Gb3[(d18:2)(C24:0)]Me
0.1 3.8 3.5 1.5 58.0 1.1 3.5 0.1 0.5
Mean of the responses (Area biomarker/Area internal standard)
Organs Biological fluids
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Supplementary Information – Table S-6. Mean of the response values for all biomarkers 
analyzed for each organ (n=5), plasma (n=5) in male and female NS mice (controls), and 
urine (n=1) in male NS mouse (control). nd: not detected. 
 
 
 
  
Brain Heart Lung Kidney Spleen Liver Small Intestine Urine Plasma
Biomarkers
Gb3[(d18:1)(C14:0)] nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Gb3[(d18:1)(C16:0)] 0.239 0.135 1.411 0.846 0.427 0.120 0.128 2.700 0.109
Gb3[(d18:1)(C18:0)] 0.536 0.294 6.059 0.875 3.714 0.320 1.146 0.594 0.336
Gb3[(d18:1)(C20:0)] 0.056 0.029 2.307 0.627 0.685 0.034 0.487 1.020 0.026
Gb3[(d18:1)(C22:0)] 0.012 0.096 3.352 2.045 2.286 0.131 0.387 3.797 0.024
Gb3[(d18:1)(C24:0)] 0.012 0.125 2.436 3.847 2.907 0.161 0.389 8.747 0.019
Gb3[(d18:1)(C16:1)]
+Gb3[(d18:2)(C16:0)]
nd nd 0.016 0.340 nd nd 0.010 1.412 0.009
Gb3[(d18:1)(C18:1)]
+Gb3[(d18:2)(C18:0)]
0.006 nd 0.032 0.074 0.006 nd 0.011 nd 0.016
Gb3[(d18:1)(C20:1)]
+Gb3[(d18:2)(C20:0)]
0.185 nd 0.160 nd 0.010 nd nd 0.110 nd
Gb3[(d18:1)(C22:1)]
+Gb3[(d18:2)(C22:0)]
nd nd 0.231 0.143 0.061 0.004 0.006 0.337 nd
Gb3[(d18:1)(C24:1)]
+Gb3[(d18:2)(C24:0)]
nd 0.189 3.545 2.371 2.096 0.202 0.231 15.879 0.053
Gb3[(d18:1)(C22:2)]
+Gb3[(d18:2)(C22:1)]
nd nd 0.265 0.018 0.023 nd 0.005 nd 0.009
Gb3[(d18:1)(C24:2)]
+Gb3[(d18:2)(C24:1)]
nd 0.023 1.133 0.288 0.321 0.043 0.031 2.661 0.018
Gb3[(d18:1)(C16:0)OH] nd nd 0.023 0.952 nd 0.003 0.023 2.865 0.006
Gb3[(d18:1)(C18:0)OH] nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Gb3[(d18:1)(C16:0)]Me 0.028 0.049 0.035 0.034 0.020 0.010 0.010 0.525 0.024
Gb3[(d18:1)(C18:0)]Me nd nd 0.366 0.023 0.081 0.005 0.045 0.247 0.011
Gb3[(d18:1)(C20:0)]Me 0.005 0.005 0.304 0.075 0.167 0.005 0.018 0.520 nd
Gb3[(d18:1)(C22:0)]Me nd 0.062 0.970 0.460 0.786 0.027 0.100 1.715 0.009
Gb3[(d18:1)(C24:0)]Me nd 0.008 0.119 0.056 0.070 0.005 0.005 0.423 nd
Gb3[(d18:1)(C22:1)]Me
+Gb3[(d18:2)(C22:0)]Me
nd 0.005 0.005 0.275 0.155 nd 0.009 0.284 nd
Gb3[(d18:1)(C24:1)]Me
+Gb3[(d18:2)(C24:0)]Me
nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Organs Biological fluids
Mean of the responses (Area biomarker/Area internal standard)
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Supplementary Information – Figure S-1. Gb3 isoforms/analogues for the principal 
component analysis (PCA) study where only brain, kidneys, liver and lungs showed positive 
results, as seen in the following graphs. The following table shows Gb3 isoforms/analogues 
shown in each Figure. There is overlapping of some biomarkers in the Figures. nd: not 
detected. 
 
Biomarker # Biomarker #
Gb3[(d18:1)(C14:0)] nd G1 Gb3[(d18:1)(C22:2)] + Gb3[(d18:2)(C22:1)] G12
Gb3[(d18:1)(C16:0)] G2 Gb3[(d18:1)(C24:2)] + Gb3[(d18:2)(C24:1)] G13
Gb3[(d18:1)(C18:0)] G3 Gb3[(d18:1)(C16:0)OH] G14
Gb3[(d18:1)(C20:0)] G4 Gb3[(d18:1)(C18:0)OH] nd G15
Gb3[(d18:1)(C22:0)] G5 Gb3[(d18:1)(C16:0)]Me G16
Gb3[(d18:1)(C24:0)] G6 Gb3[(d18:1)(C18:0)]Me G17
Gb3[(d18:1)(C16:1)] + Gb3[(d18:2)(C16:0)] G7 Gb3[(d18:1)(C20:0)]Me G18
Gb3[(d18:1)(C18:1)] + Gb3[(d18:2)(C18:0)] G8 Gb3[(d18:1)(C22:0)]Me G19
Gb3[(d18:1)(C20:1)] + Gb3[(d18:2)(C20:0)] G9 Gb3[(d18:1)(C24:0)]Me G20
Gb3[(d18:1)(C22:1)] + Gb3[(d18:2)(C22:0)] G10 Gb3[(d18:1)(C22:1)]Me + Gb3[(d18:2)(C22:0)]Me G21
Gb3[(d18:1)(C24:1)] + Gb3[(d18:2)(C24:0)] G11 Gb3[(d18:1)(C24:1)]Me + Gb3[(d18:2)(C24:0)]Me G22
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DISCUSSION 
 
Le projet de maîtrise comportait différents éléments clés et défis à relever. Premièrement, il 
a fallu développer et valider une méthode pour l’homogénéisation des tissus. Le 
développement de la méthode d’homogénéisation à l’aide de l’Omni Bead Ruptor a confirmé 
la supériorité de cet appareil face à un broyage de type mécanique avec lame. En effet, nous 
avons pu éliminer les effets dus à la chaleur du broyage et les risques de contamination 
possible entre les échantillons tout en maintenant une grande uniformité dans 
l’homogénéisation.  
 
Deuxièmement, nous avons confirmé, tel que mentionné à la section 1.6.3, que le MTBE 
facilitait l’extraction des glycosphingolipides tout en diminuant les risques inhérents à 
l’utilisation du chloroforme.  
 
Troisièmement, l’utilisation de la spectrométrie de masse couplée à la chromatographie 
liquide ultra performance représentait un atout majeur pour la réalisation du projet. En effet, 
cette technologie a beaucoup d’avantages qui ont été exploités à différents niveaux au fil du 
projet. Le pouvoir de séparation de la chromatographie liquide ainsi que la spécificité de la 
détection par spectrométrie de masse en tandem ont permis l’identification et la 
quantification de 22 différents analogues et isoformes du Gb3 qui pouvaient varier par 
seulement un dalton avec un taux de récupération de 82 à 96%. Aussi, la grande sensibilité 
du spectromètre de masse a permis de détecter de faibles niveaux de concentration dans 
certains organes, tel le cerveau.  
 
De plus, il était important de pouvoir développer une méthode conviviale, rapide et efficace 
pour l’analyse de l’ensemble des biomarqueurs d’intérêt pour un organe donné. Ceci fut fait, 
car la méthode développée a permis une analyse rapide en 11,25 minutes des 22 
isoformes/analogues du Gb3 mentionnés ci-dessus dans un grand nombre d’échantillons de 
tissus de souris. Également, nous avons pu valider l’hypothèse de départ quant à la variation 
de la quantité de biomarqueurs accumulés selon les différents organes. Un point important à 
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noter est que lors du développement de la méthode en spectrométrie de masse en tandem, 
nous avons dû opter pour une quantification relative. De fait, le développement d’une courbe 
de quantification a été effectué, mais une problématique nous a forcés à reconsidérer notre 
approche. La problématique venait du fait qu’il existe des standards commerciaux pour 
seulement certains isoformes et analogues du Gb3, donc la courbe devait être réalisée avec 
un seul isoforme, soit le Gb3[(d18:1)(C17:0)]. Il était donc impossible de réaliser une 
quantification absolue pour chaque isoforme puisque le facteur de réponse de chacun d’entre 
eux par rapport au Gb3[(d18:1)(C17:0)] était différent. Aussi, la courbe ne permettait pas de 
couvrir l’ensemble des ordres de grandeur de tous les isoformes afin de mesurer de légères 
variations advenant de faibles concentrations dans certains tissus. Par contre, une 
quantification relative effectuée en divisant l’aire de l’isoforme par l’aire du standard interne 
a permis d’effectuer les comparaisons entre les différents organes et les biomarqueurs 
d’intérêt. L’utilisation d’un standard interne est un élément essentiel en spectrométrie de 
masse afin de pallier aux variations de l’appareil et des différentes manipulations inhérentes 
à la méthodologie. Dans notre cas, il s’agit d’une molécule deutérée, Gb3[(d18:1)(C18:0)D3], 
qui n’est pas présent au niveau biologique. Cette quantification relative a tout de même 
permis de répondre à l’un des éléments de l’objectif principal qui était d’effectuer le dosage 
du Gb3 et ses isoformes/analogues dans les différents organes de souris Fabry et souris 
contrôles à l’aide de la chromatographie liquide ultra performance couplée à la spectrométrie 
de masse en tandem (UPLC-MS/MS). 
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Figure 28. Facteur de réponse et concentration pour du plasma d’une souris contrôle 
(A) et d’une souris Fabry (B) pour l’isoforme Gb3[(d18:1)(C22:2)].  
La Figure 28 met en évidence la problématique face à la quantification relative puisque nous 
pouvons observer les valeurs obtenues suite à une quantification absolue avec une courbe et 
la réponse, soit le rapport de l’aire de l’isoforme analysé sur l’aire du standard interne 
(quantification relative). Nous confirmons la limitation de l’utilisation de la courbe lors des 
mesures des variations chez une souris Fabry et une souris contrôle pour les isoformes de 
faible concentration dans certains tissus.  
 
Il était aussi important de vérifier l’effet de la matrice pour éviter la suppression ou 
l’accroissement de l’ionisation du signal des différentes molécules à l’intérieur même de la 
matrice (intra-matrice, c’est-à-dire dans un organe donné) et dans différentes matrices (inter-
matrices, c’est-à-dire d’un organe à un autre). Considérant la quantité réduite de tissus pour 
effectuer les analyses, nous avons procédé à une dilution de chacun des organes afin de 
confirmer un recouvrement équivalent à la dilution et ce, pour l’ensemble des organes. Ceci 
nous a permis de confirmer l’absence d’effet intra-matrice. En ce qui concerne l’effet inter-
matrice, l’addition d’une même quantité d’un isoforme de Gb3 commercial dans chacun des 
organes a confirmé l’absence dudit effet. Suite aux conclusions obtenues pour les différents 
A 
B 
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effets de matrice, nous avons pu procéder à la validation dans un seul tissu, soit le foie, car 
en plus grande abondance pour tous les essais à réaliser.  
 
Nos résultats montrent une différence significative dans le profil de biomarqueurs du Gb3 et 
de ses isoformes/analogues dans le plasma entre les souris Fabry et les souris contrôles. Ceci 
a permis de confirmer la validité du modèle animal développé. La comparaison entre les 
souris Fabry mâles et femelles a montré des différences significatives pour certains isoformes 
du Gb3 dans les organes à l’étude. Ce résultat ne peut être expliqué par le génotype des souris 
femelles qui dans ce cas sont des homozygotes. Par ailleurs, il est à noter que l’absence de 
manifestations cliniques chez les souris Fabry reste un phénomène inexpliqué suite au 
développement de ce modèle animal par l’équipe du professeur Medin. 
 
De plus, à notre surprise, nous avons trouvé les niveaux les plus élevés de biomarqueurs du 
Gb3 dans la rate et le petit intestin. La raison qui pourrait expliquer le niveau plus élevé de 
biomarqueurs dans la rate concerne possiblement une dégradation accrue de cellules. Les 
cellules atteintes par une accumulation de glycosphingolipides seraient donc plus dégradées 
dans la rate. Il s’agit par contre seulement de mon hypothèse. Pour ce qui est du petit intestin, 
il m’était impossible de séparer le contenu de l’intestin de sa membrane lors de la préparation 
des tissus. Il est donc possible que les biomarqueurs détectés soient également d’origine 
alimentaire. Nous tenons à souligner que les organes présentant les plus grandes abondances 
de biomarqueurs chez la souris ne correspondent pas aux organes les plus affectés chez 
l’humain, soit les reins, le cœur et le système nerveux central.  Les isoformes du premier 
groupe, soit les isoformes du Gb3 avec des acides gras saturés, étaient majoritairement plus 
élevés que les 4 autres groupes. Ceci est en accord les résultats observés chez les patients 
Fabry autant dans le plasma que dans l’urine (Auray-Blais et Boutin, 2012; Manwaring et 
al., 2013). 
 
Nous avons également évalué l’importance de chacun des biomarqueurs dans un organe 
donné en utilisant une analyse statistique par composante principale. Nous avons pu conclure 
qu’aucun biomarqueur n’avait un comportement différent l’un par rapport à l’autre.  
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CONCLUSION 
 
Ce projet de maîtrise, nous a permis de confirmer l’hypothèse de départ à savoir qu’il existe 
une grande variabilité dans la distribution du Gb3 et de ses isoformes/analogues dans les 
tissus de différents organes de souris Fabry. Ce projet comportait deux objectifs principaux 
soit d’abord de développer et valider une méthode d’extraction et de dosage du 
globotriaosylcéramide et ses isoformes et analogues dans les tissus de souris Fabry et 
contrôles, puis d’analyser les biomarqueurs dans les tissus de différents organes chez des 
souris contrôles et des souris Fabry. 
 
La méthode développée nous a permis d’analyser avec haute sensibilité et spécificité 22 
isoformes et analogues du Gb3 par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de 
masse en tandem. Nous avons pu mettre en évidence des différences significatives au niveau 
des biomarqueurs à l’étude entre les souris contrôles et les souris Fabry. Aussi, nous avons 
pu confirmer des différences significatives pour certains isoformes du Gb3 entre les souris 
Fabry mâles et femelles. Finalement, nous avons également pu observer des différences 
significatives des profils de biomarqueurs au niveau de différents organes à l’étude, en 
particulier au niveau de la rate qui a présenté les plus hauts niveaux chez l’ensemble des cinq 
groupes de biomarqueurs. 
 
Parmi les perspectives à atteindre, nous envisageons le transfert de ladite méthode vers le 
domaine clinique en poursuivant la validation de celle-ci dans le plasma en vue de l’analyse 
des patients Fabry recevant la thérapie génique dans le cadre d’un projet d’essai clinique 
pancanadien.  
 
Nous espérons aussi établir des corrélations avec l’excrétion de l’ensemble de ces 
biomarqueurs du Gb3 chez les patients Fabry du Canadian Fabry Disease Initiative (CFDI) à 
partir de cohortes d’hommes, femmes et enfants atteints de la maladie de Fabry qui sont 
traités ou non traités et selon le type de mutations de chacun. 
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